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Le facteur de transcription IIH (TFIIH) joue un rôle crucial dans la transcription et 
dans la réparation de l’ADN. La sous-unité Tfb1/p62 (levure et humain) de TFIIH interagit 
avec de nombreux facteurs de transcription (p53, NFκB, TFIIEα) et de réparation 
(Rad2/XPG and Rad4/XPC) (1). La majorité des interactions avec Tfb1/p62 requiert le 
domaine d’homologie à la Pleckstrin (PH) localisé dans la région N-terminal de la protéine 
(2, 3). Ce domaine PH forme des complexes avec des domaines de transactivation acide 
provenant de protéines cibles impliquées dans la transcription et la réparation de l’ADN. 
De récentes études ont montré que Tfb1/p62 est une cible pour les protéines virales 
telles que la protéine VP16 du virus de l’herpès simplex (HSV) de type 1, la protéine E1 du 
virus du papillome humain (VPH) et la protéine EBNA-2 du virus Epstein-Barr (EBV) (4, 
5). Ces protéines virales interagissent avec la sous-unité Tfb1/p62 par un domaine de 
transactivation acide suggérant une interaction similaire à ce qui est observé chez les 
facteurs de transcription humains comme p53. 
Ce mémoire présente une caractérisation structurelle et fonctionnelle du complexe 
formé par la protéine virale EBNA2 et la protéine humaine Tfb1/p62. L’analyse est faite en 
utilisant le titrage calorimétrique isotherme (ITC), la résonance magnétique nucléaire 
(RMN) et une expérience de transactivation chez la levure. Cette étude amène une plus 
grande compréhension des protéines impliquées dans les maladies comme le lymphome de 
Burkitt et le lymphome de Hodgkin qui sont souvent associées à l’infection à l’EBV (revue 
dans (6)) et caractérise une cible potentielle pour un antiviral.  
 
Mots-clés : virus d’Epstein-Barr (EBV), antigène nucléaire d’Epstein-Barr 2 (EBNA2), 
facteur général de transcription IIH (TFIIH), interaction protéine-protéine, titrage 





The general transcription factor IIH (TFIIH) plays crucial roles in both transcription 
and DNA repair. Tfb1/p62 (yeast and human), one of the ten/eleven subunits of TFIIH, has 
been shown to interact with several important transcription (p53, NFκB, TFIIEα) and repair 
factors (Rad2/XPG and Rad4/XPC) (1). Most of the interactions with Tfb1/p62 require the 
Pleckstrin homology (PH) domain located at the amino-terminal end of the protein (2, 3). 
This PH domain in particular forms complexes with highly acidic domains from target 
proteins involved in both transcriptional activation and DNA repair.  
Recent studies has shown that the Tfb1/p62 subunit of TFIIH is also targeted by a 
number of viral proteins including the Herpes Simplex virus (HSV) protein VP16, the 
Human papillomavirus (HPV) protein HPV E1 and the Epstein-Barr virus (EBV) protein 
EBNA-2 (4, 5). These viral proteins interact with the Tfb1/p62 subunit via acidic domain 
which suggests that they are forming similar interactions as the one observed with human 
transcription and repair factors. 
This thesis provides a structural and functional characterization of the complex 
formed by the viral proteins EBNA2 and the human protein Tfb1/p62 subunit of TFIIH. 
The analysis is done using isothermal titration calorimetry (ITC), nuclear magnetic 
resonance (NMR) spectroscopy and a yeast activation assay. This study brings a greater 
understanding of proteins implicated in diseases such as the Burkitt’s lymphoma directly 
linked to an EBV infection (review in (6)) and shows a viable target for antiviral drug. 
 
Keywords: Epstein-Barr virus (EBV), Epstein-Barr nuclear antigen 2 (EBNA2), general 
transcription factor IIH (TFIIH), protein-protein interaction, isothermal titration calorimetry 
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1.1. Présentation du virus d’Epstein-Barr 
Le virus d’Epstein-Barr (EBV), aussi connu sous le nom de virus de l’herpès 
simplex (HSV) de type 4, est un virus faisant partie de la famille des herpesviridae et le seul 
membre de la sous-famille des lymphocryptovirus (gammaherpesvirinae γ1) (7). Le virus 
infecte les cellules épithéliales et les lymphocytes B de manière préférentielle chez l’espèce 
humaine (revue dans (8, 9)). Après l’infection primaire, le virus reste latent dans les 
lymphocytes B mémoire pour la durée de vie de l’hôte (10) et reste sous contrôle grâce au 
lymphocyte T cytotoxique (11). L’infection primaire peut provoquer la mononucléose 
infectieuse (MNI) et, bien que le statut d’être porteur du EBV est sans danger, certains 
cancers, tel le lymphome de Burkitt (BL), sont associés avec le virus (revue dans (12)). 
 
1.1.1. L’EBV dans la population humaine 
Le virus d’Epstein-Barr est plus connu sous le nom de la maladie qu’il cause : la 
mononucléose infectieuse, populairement connue sous le nom de «la maladie du baiser ». 
Le virus se transmet généralement par la salive (13) et a été trouvé dans les sécrétions 
sexuelles suggérant qu’il peut également être transmis par contact sexuel (14-16). Les sites 
de prédilection du EBV pour infecter l’être humain sont les tonsilles aussi connues sous le 
nom d’amygdales. Leurs positionnements au niveau du pharynx juste avant les voies 
respiratoires et leur rôle dans la défense immunitaire font d’eux une cible de choix. De plus, 
les tonsilles atteignent leur taille maximale à l’enfance (7 ans pour les tonsilles 
pharyngiennes et tubaires, et 14 ans pour les tonsilles palatines) (17) ce qui pourrait 
expliquer la facilité du virus à infecter les enfants de manière silencieuse. Chez les adultes, 
plus de 95% sont infectés partout dans le monde (18). Environ 10 à 20 % des personnes 
«non-infectées» le deviennent chaque année et 30 à 50 % de ces derniers développeront une 
MNI (19). Dans les pays non industrialisés, tous les enfants ou presque sont infectés par le 




semblent prémunir partiellement les enfants de l’infection primaire. Cependant, ils 
deviennent susceptibles à une infection plus tard dans leur vie où une MNI peut se 
développer (21).  
Il existe plusieurs souches d’EBV pouvant toutes être classées en deux catégories 
(type) : l’EBV-1 et l’EBV-2 (aussi appelé A et B) (22). L’ADN des deux types ont autour 
de 70-85 % de similarité de séquence (23). L’EBV-1 est plus répandu dans le monde que 
l’EBV-2, mais l’EBV-2 serait plus commun que l’EBV-1 en Afrique (24) (revue dans 
(25)). Le nombre de porteurs du EBV-2 peut monter jusqu’à 24 % de la population 
(Kenya), alors que l’on n’en trouve que 3 % dans le groupe contrôle caucasien (26). Ces 
études se basent sur la récupération du virus provenant des lymphocytes transformés par ce 
dernier favorisant ainsi la prévalence du type 1 puisque l’EBV-1 transforme les 
lymphocytes B plus efficacement que l’EBV-2 (27) (voir section 1.1.4.4 pour la 
transformation des lymphocytes B). Cependant, aucune maladie particulière à cette 
différence dans la transformation des lymphocytes B n’a été relevée (28). Chez les 
individus immunodéprimés, une plus grande prévalence du type 2 est observée (29) alors 
que chez un groupe infecté par le virus de l’immunodéficience humaine (VIH), le EBV-1 
est retrouvé chez 69 % des individus, 19 % pour le EBV-2 et 12 % pour les deux types 
(30). La présence des deux types chez un même individu se produit seulement chez les 
individus immunodéprimés (30-32). 
 
1.1.2. Les maladies reliées à l’EBV 
L’EBV a été isolé et identifié pour la première fois en 1964 dans le lymphome de 
Burkitt (33). Un lymphome infantile inconnu localisé au niveau de la mâchoire à été décrit 
en 1958 par le chirurgien Denis Burkitt lors de ses travaux en Ouganda (34) (et revue dans 
(35)). Dans ce lymphome, des particules similaires à celles de l’herpès ont été détectées par 
microscopie électronique. La découverte de molécules d’immunoglobuline sur la surface 
des cellules hôtes du virus a permis d’identifier ces dernières comme étant des lymphocytes 
B. Ces travaux ont été les premiers à faire un lien entre les virus de la famille des 




nombreuses autres maladies telles la MNI, le carcinome du  nasopharynx (NPC), le 
lymphome de Hodgkin (HL), etc (36). 
 
1.1.2.1. Le lymphome de Burkitt 
Il existe 3 types de BL : endémique, sporadique et associé à l’immunodéficience 
(revue dans (37)). La forme endémique est définie comme celle affectant les enfants de la 
région équatoriale de l’Afrique et de la Nouvelle-Guinée. La forme sporadique est définie 
comme celle affectant les enfants et les jeunes adultes dans le monde. La forme associée à 
l’immunodéficience est généralement celle associée à une infection au VIH. L’EBV a été 
détecté dans les tissus tumoraux dans presque 100% des cas de BL endémique (38). La 
présence du EBV est plus faible pour la forme sporadique, 15 à 20 % des cas, et la forme 
associée à l’immunodéficience, 30 à 40 % des cas (revue dans (39)). Dans toutes les 
formes, le BL est un cancer très prolifératif des lymphocytes B. L’une des causes à avoir 
été identifiée comme responsable de ce lymphome est une activation constitutive de 
l’oncogène c-myc par la translocation du gène dans l’un des loci de l’immunoglobuline 
(revue dans (39)). L’expression de certains gènes pendant la phase de latence du virus 
encouragerait la prolifération cellulaire (voire section 1.1.4.3 pour les phases de latence). 
Par exemple, l’antigène nucléaire 1 du virus d’Epstein-Barr (EBNA-1) interagit, de manière 
compétitive, avec p53 et avec la protéase ubiquitine-spécifique USP7. USP7 lie et dé-
ubiquitine p53, réduisant la dégradation et augmentant la stabilité de ce dernier (40). 
Puisque la protéine virale EBNA-1 compétitionne avec p53 pour USP7, la stabilité de p53 
est réduite ce qui diminue le risque d’apoptose associé à p53 (41). 
 
1.1.2.2. La mononucléose infectieuse 
L’infection primaire par l’EBV ne possède pas de symptômes différentiables des 
autres infections virales. Cependant, certains individus exposés pour la première fois au 
virus pendant l’adolescence montrent les symptômes distinctifs d’une mononucléose 
infectieuse. La MNI est une maladie lymphoproliférative caractérisée par des maux de 




splénomégalie (hypertrophie de la rate) (revue dans (42)).  Étant donné l’apparition de 
signaux apparents, la MNI peut servir de marqueur d’infection primaire à l’EBV. Hélas, il 
n’y a pas de preuve que l’apparition des symptômes reflète la progression du virus chez 
l’individu. Lorsque les symptômes d’une MNI sont détectés, une grande concentration de 
virus libre est présente dans la salive indiquant une réplication virale active (43). Bien que 
les phases initiales d’une infection primaire ne puissent pas être étudiées avec facilité, une 
hypothèse sur la cause d’une MNI fait l’unanimité : la quantité de virus lors de l’infection 
primaire (44). Une étude sur la mononucléose infectieuse montre que la sévérité des 
symptômes corrèle avec la quantité de virus chez les patients ainsi qu’avec l’activation de 
leurs lymphocytes T (45). L’un des symptômes typiques d’une MNI est une lymphocytose, 
c’est à dire une augmentation du nombre de lymphocytes dans le sang qui peut être causée 
par l’activation des lymphocytes T.  Cette activation proviendrait de la réponse immunitaire 
des lymphocytes T à la reconnaissance des lymphocytes B infectés par l’EBV (revue dans 
(35)). 
 
1.1.2.3. Le carcinome du nasopharynx 
Le carcinome du nasopharynx (NPC) est une maladie rare avec une incidence de 0.5 
à 2 cas par 100 000 individus/année en Europe et aux États-Unis (46). Dans le sud de la 
Chine, le NPC est endémique et possède une incidence de 25 cas par 100 000 
individus/année. Le NPC se classe en 3 types : le carcinome de cellules squameuses 
kératinisées (25 % des NPCs en Amérique du Nord et environ 2 % au sud de la Chine) 
(classe I), le carcinome non-kératinisé (12 % des NPCs en Amérique du Nord et environ 
3 % au sud de la Chine) (classe II) et le carcinome de cellules squameuses basal (63 % des 
NPCs en Amérique du Nord et 95 % au sud de la Chine) (classe III) ((47, 48) et revue dans 
(49-51)). Trois facteurs sont suggérés comme étant la cause de cette maladie : la génétique, 
l’environnement (l’exposition à un jeune âge à des produits chimiques) et l’EBV en phase 
latente (52-54). Le lien entre le NPC et l’EBV a été découvert par des études sérologiques 
et par la détection d’ADN et d’antigène nucléaire du EBV dans les cellules tumorales de 




Southern blot suggère une infection à l’EBV avant la prolifération de la tumeur (53). Il est 
proposé que l’EBV joue un rôle important dans la pathogenèse du NPC puisque les 
premiers signes de lésion sont EBV-positif avec la présence du génome viral et des 
oncoprotéines virales telle la protéine membranaire latente 1 (LMP-1) (56). 
 
1.1.2.4. Le lymphome de Hodgkin 
Le lymphome de Hodgkin (HL) est l’un des lymphomes les plus communs dans les 
pays industrialisés avec une incidence de 3 cas par 100 000 personnes/année (revue dans 
(57)). Les individus les plus à risque sont les enfants et les adultes séniors chez les pays en 
développement et les jeunes adultes chez les pays industrialisés (58, 59). Il a été décrit pour 
la première fois en 1832 par Thomas Hodgkin (60) et est maintenant reconnu comme un 
néoplasme de lymphocyte B. Le HL comprend deux entités : le lymphome de Hodgkin 
prédominant au lymphocyte nodulaire (NLPHL) et le lymphome de Hodgkin classique 
(cHL) (revue dans (57)). Les deux diffèrent sur leurs aspects cliniques, l’origine cellulaire 
et la pathogénie moléculaire et sont donc généralement considérés comme deux maladies 
différentes. Dans les populations occidentales, le génome du EBV est détecté dans les tissus 
tumoraux dans 40 à 50 % des cas de cHL (61). Dans les cas de cHL dit EBV-associé, 
l’EBV est détecté dans les cellules tumorales sous forme clonale démontrant que l’infection 
se produit avant la transformation de cellules hôtes, ce qui suggère que l’EBV possèderait 
un rôle causal. L’une des causes suggérées sur l’effet du EBV sur ce lymphome est la 
dérégulation de NF-κB par LMP-1, une protéine latente du EBV, qui est généralement 
observé chez les cHLs d’EBV non-associé par des mutations dans des gènes d’inhibiteur de 
NF-κB (62). De plus, des mutations handicapantes retrouvées de manière presque exclusive 
chez les cHLs EBV-associé, dans les gènes de l’immunoglobuline (Ig) inhibe le processus 
de l’apoptose des cellules affectées pas ces mutations (revue dans (57)). Le cHL EBV-
associé semble bien posséder une pathogenèse qui lui est propre, et serait causée par 





1.1.2.5. Le désordre lymphoprolifératif post-transplantation 
Le désordre lymphoprolifératif post-transplantation (PTLD) EBV-associé se produit 
lorsque la réponse immunitaire des lymphocytes T contre l’EBV est compromise. 
L’équilibre entre les lymphocytes B infectés de manière latente par l’EBV et les 
lymphocytes T EBV-spécifique peut être brisé par un évènement causant une 
immunodépression, telle que la transplantation d’un organe ou de cellules souches 
hématopoïétiques nécessitant l’utilisation d’immunosuppresseur (revue dans (63)). Ce 
déséquilibre peut provoquer une augmentation du ratio du nombre de lymphocytes B 
infectés par l’EBV sur le nombre de lymphocytes T et se développer en PTLD (64). Cette 
maladie potentiellement fatale a des symptômes très ressemblants à une infection primaire 
par l’EBV comme de la fièvre, une adénopathie, une septicémie et des lésions (65). Les 
individus ont 5 à 20 % de chance de développer un PTLD pour les greffes multiples, 2 à 
10 % pour les allogreffes thoraciques et 1 à 5 % pour les transplantations de rein ou de foie 
(66). 
 
1.1.3. Traitements et vaccins 
En 2004, un vaccin contre l’EBV visant à générer des anticorps contre la protéine 
gp350, une glycoprotéine enchâssée dans l’enveloppe du virus, s’est rendu en phase II 
clinique (revue dans (19, 67)). Les anticorps produits sont capables de neutraliser l’EBV in 
vitro (68, 69). L’objectif du vaccin était de prévenir la mononucléose infectieuse. Hélas, 
aucun développement ou perspective de ce projet n’a été mentionné à ce jour. Il n’y a donc 
pas de traitements spécifiques ou vaccins contre l’EBV. Certains antiviraux ont montré 
avoir un effet sur l’EBV, mais aucun n’a dépassé la phase II des essais cliniques (revue 
dans (70)). Actuellement, toutes les maladies ayant une association avec l’EBV sont traitées 
avec indifférence à la présence du virus, mais de nouveaux traitements prometteurs en 
développements commencent à cibler l’EBV. 
À titre d’exemple, le maribavir, un antiviral oral licencié par ViroPharma de 
GlaxoSmithKline en 2003 pour combattre le cytomégalovirus humain (HCMV), a 




ou indirecte des kinases (71, 73, 75, 76) et possiblement une capacité d’interférence à 
l’évacuation des virions du noyau pendant la maturation du virus (77). Certains 4-oxo-
dihydroquinolines (4-oxo-DHQs) ont montré avoir une activité antivirale sur les virus de la 
famille des herpesviridae (78, 79). Ces composés semblent pouvoir agir sur l’ADN 
polymérase viral et inhiber le EBV en culture cellulaire (80). Malheureusement, ces 
antiviraux ne peuvent pas avoir d’effets sur les maladies associées de très près à l’EBV, 
excepté la MNI, puisqu’ils sont liés à la phase latente du virus. 
Pour contrer cette phase latente, une stratégie thérapeutique est en développement 
qui a pour objectif d’induire un changement au niveau du cycle viral pour passer d’une 
infection latente à une infection cytolytique. Une infection cytolytique, par la réplication 
virale, cause la rupture de la cellule hôte. Si cela devait se produire chez une cellule 
cancéreuse EBV-positive, cette thérapie pourrait être utilisée conjointement avec certains 
traitements pour combattre le cancer (81). La technique, pour l’instant, est d’utiliser des 
agents chimiothérapeutiques, comme la gemcitabine et la doxorubicin (82, 83), de 
l’arginine butyrate (84-87) et la radiothérapie (88) pour induire la réactivation du virus. 
Cette technique s’est rendue en phase II des essais cliniques en 1999 (85). 
Dans les cas de NPC et PTLD, l’immunothérapie est une méthode actuellement 
employée. Dans les deux cas, l’objectif est d’augmenter de manière considérable le taux de 
lymphocytes T cytotoxique (CTL) spécifiques à l’EBV (revue dans (51, 63, 89)). Ces 
derniers pourront reconnaître et contrôler la population de lymphocytes B infectés. Dans le 
cas d’un PTLD (latence de type III), une lignée cellulaire de lymphoblaste (LCL) 
transformée par l’EBV est utilisée comme cellule présentatrice d’antigène (revue dans (63)) 
(voire la section 1.1.4.3 pour les différents types de latences). Dans le cas d’un NPC ou 
d’un PTLD tardif (latence de type II), les trois facteurs viraux LMP1, LMP2 et EBNA1, 
sont utilisés comme antigène puisqu’ils sont présents lors de la phase de latence de type II 
du virus (pour plus de détails sur les phases de latence voir section 111.1.4.3) ((90) et revue 





1.1.4. Description du virus 
L’EBV est composé d’un génome, une capside faite de 162 capsomères, un 
tégument de protéine situé entre la capside et l’enveloppe et une enveloppe externe 
composée d’une double couche lipidique (revue dans (37)). 
 
1.1.4.1. Cellules ciblées par le EBV 
Les herpesviridae sont omniprésents dans la nature. Toutefois, l’être humain est le 
seul hôte naturel du EBV. Les autres primates possèdent leurs propres virus similaires au 
EBV simplement appelés lymphocryptovirus avec la mention de son origine. Des 
séquences d’ADN apparentées à celles du EBV ont été découvertes et amplifiées chez les 
ouistitis (91) et, dans l’expérimentation liée au développement d’un vaccin, l’EBV a aussi 
été capable d’infecter les ouistitis en laboratoire (92, 93). L’infection de ces organismes qui 
ne sont pas l’hôte naturel du virus s’est montré être persistante et transmissible entre les 
organismes de même espèce (94). 
Les premières cellules infectées par l’EBV à avoir été observée sont les 
lymphocytes B. Le processus d’infection utilisé par l’EBV se fait par l’interaction de la 
glycoprotéine virale gp350/220 située sur l’enveloppe virale et le récepteur cellulaire à la 
composante complémentaire 3d 2 (CR2 ou CD21) situé sur la surface des lymphocytes B 
(95-98). Le virus, après s’être lié à la surface de la cellule hôte à l’aide de gp350/220, rentre 
par endocytose et fusionne sa membrane avec celle de l’hôte par un mécanisme impliquant 
trois glycoprotéines virales : gp85, gp25 et gp42 (99).  La glycoprotéine gp42 peut aussi 
interagir avec le complexe majeur d’histocompatibilité (MHC) de classe II et, ainsi, servir 
de cofacteur dans l’infection des lymphocytes B par l’EBV (100).  
L’EBV peut également infecter d’autres cellules de l’hôte, bien qu’à une plus faible 
efficacité, via un mécanisme indépendant de CD21 permettant au EBV d’infecter les 
cellules n’exprimant pas CD21 comme certaines cellules épithéliales (101). De plus, une 
version du virus du EBV déficient pour la glycoprotéine gp350/220, responsable de 
l’interaction avec CD21, a montré être encore infectieuse (102). Ce mécanisme d’infection 




lymphocytes T et les cellules épithéliales (101, 102). Dans tous les cas, l’EBV peut se 
retrouver dans des lymphomes de lymphocytes T et dans des cellules épithéliales atteintes 
par d’autres maladies comme le NPC (103). 
 
1.1.4.2. Structure du génome viral 
Sous forme de particule virale, le génome composé d’ADN est linéaire double-brin 
enroulé autour d’une structure de protéines virales en forme de tore. Aux deux extrémités 
du génome linéaire, plusieurs répétitions terminales (TR) s’y trouvent permettant une 
circularisation et la formation d’un génome circulaire double-brin (épisome) se produisant 
après l’infection ((104) et revue dans (35)). La nomenclature pour les cadres de lecture 
ouverts (ORFs, open-reading frames) situés sur le génome est basée sur les fragments 
générés par les sites de restriction de BamHI. Par exemple, l’ORF BARF1 se trouve dans le 
fragment de BamHI A et il s’étend vers la droite (rightward) (Figure 1). Les ORFs du EBV 
peuvent être divisés en 2 catégories : les gènes latents et les gènes lytiques. La majorité de 
ces gènes seront traduits en protéines à quelques exceptions. Par exemple, certains gènes 
latents, comme le petit ARN du virus d’Epstein-Barr (EBER) 1 et 2, ne seront jamais 
traduits pour devenir des protéines et resteront sous forme d’ARN dans la cellule hôte 






Figure 1: Le génome du EBV. 
Le diagramme montre la localisation et la transcription des gènes latents du EBV sur l’ADN 
circulaire double-brin (épisome). L’origine de réplication du plasmide (OriP) est en orange. Les 
larges flèches vertes représentent les exons encodant pour les protéines latentes et la pointe de la 
flèche montre la direction dans laquelle le gène est transcrit. Les protéines latentes incluent les six 
antigènes nucléaires (EBNAs 1, 2, 3A, 3C et EBNA-LP) et les trois protéines membranaires 
latentes (LMPs 1, 2A et 2B). EBNA-LP est transcrit par un nombre variable d’exons répétitifs. 
LMP2A et LMP2B sont composés d’exons multiples localisés de chaque côté de la région des 
répétitions terminales (TR) colorée en mauve. Les 2 flèches bleues en haut représentent les ARNs 




l’extérieur de l’épisome représente la transcription pendant la phase de latence III où ce sont les 
promoteurs Cp ou Wp qui sont utilisés. Les EBNAs sont encodés par des ARNm générés à partir de 
l’épissage d’un même transcrit primaire. La flèche rouge, située entre la longue flèche verte et 
l’épisome, représente le transcrit d’EBNA-1 qui est originaire du promoteur Qp lors de la phase de 
latence I et II (revue dans (39)). Abréviations : cadre de lecture BamH1-A (BARF), petit ARN du 
virus d’Epstein-Barr (EBER), antigène nucléaire du virus d’Epstein-Barr (EBNA), protéine 
membranaire latente (LMP), origine de réplication du plasmide (OriP) et répétition terminal (TR). 
Adapté de (39, 106). 
 
1.1.4.3. Cycle viral 
L’EBV utilise la physiologie de la différenciation des lymphocytes B et différentes 
combinaisons d’expression de gènes viraux latents pour progresser de l’infection initiale à 
la persistance à long terme. L’infection au EBV passe par au moins 5 différentes étapes 
dont 4 d’entre elles peuvent être associées à des maladies (Figure 2). L’EBV se transmet 
par la salive et entre par les tonsilles situées dans la cavité buccale. À cette étape, une 
infection lytique initiée dans les tonsilles pourrait amener une amplification du virus. Le 
virus infecte ensuite les lymphocytes B naïfs à proximité qui deviendront des 
lymphoblastes actifs lorsque le virus enclenchera le programme de latence III. Trois des 
protéines du programme de latence III, EBNA-3A, 3B et 3C, autorégulent cette phase 
permettant à la cellule de migrer vers le centre germinal des ganglions. À ce stade, l’EBV 
établit son programme de latence II. Ce programme produit des signaux qui permettent à la 
cellule de quitter le centre germinal des ganglions en tant que lymphocyte B mémoire. 
Celui-ci retournera éventuellement vers les tonsilles où, par la réactivation du cycle lytique, 






Figure 2: Cycle viral, phase de latence et lymphome associé. 
Les titres au-dessus des illustrations spécifient la région physique de l’individu où l’évènement se 
situe. Les encadrés jaune-orangé mentionnent les facteurs viraux les plus impliqués à ce stade. Les 
titres sous l’image mentionnent le nom de l’étape. Les encadrés bleus indiquent la phase de latence. 
Les encadrés rouges indiquent les maladies associées présentées dans la section 2. L’encadré en bas 
à gauche indique le type de cellule et sa correspondance dans le diagramme. Abréviations : BL, 
lymphome de Burkitt, EBNA, antigène nucléaire d’Epstein-Barr, EBV, virus d’Epstein-Barr, HL, 
lymphome de Hodgkin, LMP, protéine membranaire latente, NPC, carcinome du  nasopharynx, 
PTLD, désordre lymphoprolifératif post-transplantation. Adapté de (63). 
 
Latence III. La phase de latence III est la première étape enclenchée par le virus 
lors de l’infection primaire. Le programme de croissance (108) ou phase de latence III 
(109) comprend l’expression des six antigènes nucléaires (EBNAs) régulés par l’un des 
deux promoteurs alternatifs (Wp et Cp). De plus, trois protéines membranaires latentes 
(LMP1, LMP2a et LMP2b) sont exprimées. Ces neuf protéines et les facteurs de 
transcription cellulaires, stimulés par ces derniers, activent un grand nombre de gènes 
cellulaires favorisant la croissance et la prospérité du lymphocyte B hôte. Par exemple, la 




dans (12)); elle augmente les niveaux de plusieurs inhibiteurs de la mort cellulaire (110) et 
elle induit des marqueurs d’activation cellulaires, comme CD23 et CD21 (111), qui 
contribuent à l’activation de la réponse immunitaire. Cependant, cette activation de la 
réponse immunitaire a aussi pour conséquence de limiter la présence de la phase de latence 
III à l’infection primaire et chez les individus immunodéprimés comme ceux atteints de 
PTLD (112). 
Latence II. Le programme de latence de type II exprime seulement quatre protéines 
virales : EBNA-1, LMP-1, LMP-2A et LMP-2B. La phase de latence II a été observée pour 
la première fois chez le NPC (113). Chez les lymphocytes B, la phase de latence II permet 
la transition vers la persistance du virus grâce à la transformation cellulaire des cellules 
hôtes. En fait, à moins d’un changement cellulaire comme la différentiation des blastes en 
lymphocytes B mémoires, la croissance des cellules infectées par l’EBV en latence II est 
gérée, pour la plus grande partie, par les signaux provenant du microenvironnement formé 
par le centre germinal des ganglions, car la protéine virale EBNA-2 est un élément essentiel 
pour la prolifération induite par l’EBV (114). 
Latence 0. La phase de latence de type 0 du EBV se retrouve chez les lymphocytes 
B mémoire au repos, où le virus est dormant et n’exprime aucune protéine virale.  
Latence I. Une seule protéine virale, EBNA-1, est exprimée en phase de latence I 
puisque seul le promoteur Qp initie la transcription du ARNm monocistronique de EBNA-1 
(Figure 1) (115) et le grand transcrit initié par les promoteurs Wp ou Cp n’est pas produit. 
Le programme de latence I n’induit pas la prolifération, absence de EBNA-2, et n’est pas 
reconnu par la réponse immunitaire de lymphocyte T EBV-spécifique, absence de LMP1 
(revue dans (12)). Cette phase de latence permet la persistance du EBV. 
Cycle lytique. Les gènes lytiques précoces, BZLF-1 et BRLF-1, encodent deux 
facteurs de transcription essentiels pour l’induction du cycle de réplication lytique du EBV 
et la réduction de l’activité promotrice du cycle de latence (116, 117). Plusieurs gènes sont 
exprimés pour éviter la réponse immunitaire de l’hôte. Par exemple, le gène BCRF-1 code 
pour un homologue viral de l’interleukine 10 (IL-10) et le gène BHRF-1 code pour un 




l’IL-10 viral inhibe la synthèse de l’interféron-γ (IFN-γ), réprime la réponse des 
lymphocytes cytotoxique CD8+ et réprime la hausse de régulation de MHC-1 (118). EA/R 
inhibe l’apoptose chez les lymphocytes B et les cellules épithéliales infectées (119). 
Pendant le cycle lytique, l’ADN viral est répliqué et la majorité des 90-100 gènes viraux 
sont exprimés (120). Plusieurs cycles de réplication résultent à une amplification de 100 à 
1000 fois plus de l’expression génique et de la réplication du génome (121, 122). Cette 
réplication amène l’excrétion du virus dans la salive qui pourra infecter d’autres 
lymphocytes B et cellules épithéliales du même ou d’un nouvel hôte (108) (revue dans 
(123)). 
 
1.1.4.4. La capacité de transformation du EBV 
 In vitro, l’EBV possède la faculté de transformer, à l’aide des phases latences, un 
lymphocyte B en une lignée cellulaire de lymphoblaste (LCL) (revue dans (39)). Le virus 
altère la transcription des gènes cellulaires et il active de manière constitutive des voies de 
signalisation clés lui permettant d’accomplir cette transformation également appelée 
immortalisation. Les LCLs possèdent de hauts niveaux d’expression de marqueurs 
d’activation comme CD23, CD30, CD39 et CD70, et des molécules d’adhésion cellulaire, 
comme l’antigène de fonctions associées au lymphocyte (LFA) 1, LFA3 et la molécule 
d’adhésion intercellulaire 1 (ICAM1) (124). Ces marqueurs d’activation et molécules 
d’adhésion sont généralement absents ou exprimés à des niveaux beaucoup plus bas chez 
les lymphocytes B. Cependant, lorsque ces derniers sont stimulés par des agents mitogènes 
ou antigènes, poussant les lymphocytes à une croissance à court terme, le niveau 
d’expression de ces marqueurs d’activation et molécules d’adhésion augmente. 
L’immortalisation par l’EBV se ferait donc par l’activation de manière constitutive de 
mêmes voies de signalisation contrôlant la prolifération des lymphocytes. 
L’immortalisation, suivant de près l’infection, se déroule sous la phase de latence III du 
virus. Trois protéines latentes du virus (EBNA-2, EBNA-3C et LMP1), exprimées lors de 




plusieurs facteurs cellulaires de prolifération assurant la persistance du virus pour la durée 
de vie de l’organisme hôte (111). 
 
1.1.5. Les protéines du EBV 
Les protéines du EBV peuvent être divisées en deux catégories : les protéines 
lytiques et les protéines latentes. Les protéines lytiques sont impliquées dans le cycle 
lytique du virus et permettent l’excrétion du virus, d’esquiver la réponse immunitaire, etc. 
Les protéines latentes sont impliquées dans les phases de latence (I, II et III) se déroulant 
après l’infection permettant la persistance du virus chez l’hôte. Ce sont les protéines 
latentes, moins nombreuses que les protéines lytiques, qui sont nécessaires pour établir 
l’infection latente des lymphocytes B à l’origine de leurs immortalisations (voir section 
1.1.4.4) et de certaines maladies associées au EBV (voir section 1.1.2). Les protéines 
latentes comprennent les six EBNAs (EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C et LP) et les trois LMPs 
(LMP 1, 2A et 2B). 
 
1.1.5.1. Les antigènes nucléaires du EBV (EBNAs) 
L’EBV possède six antigènes nucléaires : EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-
3B, EBNA-3C et EBNA-LP. 
EBNA-1. EBNA-1 est une protéine de liaison à l’ADN qui est impliquée dans la 
maintenance de l’épisome, la réplication de l’ADN viral et l’expression des gènes viraux 
pendant les phases de latence. Puisque EBNA-1 agit en tant que régulateur de transcription 
des programmes viraux et maintient le génome viral dans la cellule hôte, il est nécessaire 
pour l’immortalisation des lymphocytes B (revue dans (125)). EBNA-1 pourrait aussi avoir 
un effet cancérigène étant donné qu’il est exprimé chez les tumeurs associées au EBV 
(revue dans (107, 126, 127)). Par exemple, lorsque l’effet anti-apoptotique de EBNA-1 est 
contrecarré par des mutants dominants négatifs, l’apoptose est induite chez les cellules 
atteintes de BL (128).  
EBNA-2. EBNA-2 est une protéine d’environ 82 kDa et l’une des premières à être 




du EBV est un puissant transactivateur pour plusieurs gènes viraux et cellulaires bien qu’il 
n’interagisse pas avec l’ADN directement. Par son interaction avec CBF1/RBP-Jκ, PU1 et 
d’autres protéines cellulaires, EBNA-2 peut influencer la transcription de plusieurs gènes 
viraux et cellulaires. EBNA-2 est essentiel à l’immortalisation des lymphocytes B. Il varie 
grandement entre les types 1 et 2 du EBV où le type 1 est plus efficace dans la 
transformation des lymphocytes B en LCL que le type 2 (27). Le rôle essentiel d’EBNA-2 
dans l’immortalisation des lymphocytes B est dû à son implication dans la transactivation 
des promoteurs viraux (Cp, LMP-1 et LMP-2) et des promoteurs cellulaires associés au 
gène de croissance tel c-myc (revue dans (37, 39)). 
EBNA-3. Les EBNAs-3 comprennent trois protéines (EBNA-3A, 3B et  3C) 
possédant très peu d’homologie de séquence protéique. Les gènes EBNA-3A et -3C sont 
nécessaires pour l’immortalisation des lymphocytes B in vitro tandis que EBNA-3B ne l’est 
pas (129, 130).  EBNA-3C peut augmenter la transcription de LMP1 par EBNA-2 à l’aide 
d’une région d’ADN distinct du site de liaison à CBF1/RBP-Jκ (131). Cependant, EBNA-
3A, -3B et -3C peuvent aussi inhiber la transactivation commandée par EBNA-2 (132). 
Pour ce faire, le site de liaison à l’ADN de CBF1/RBP-Jκ est requis et suffisant dans le cas 
de EBNA-3C et -3B (131, 133). De plus, une interaction directe entre CBF1/RBP-Jκ et les 
trois EBNA-3 se produit in vitro (131, 133, 134). Cette interaction empêche CBF1/RBP-Jκ 
d’interagir avec son site de liaison respectif sur l’ADN (134). 
EBNA-LP. EBNA-LP et EBNA-2 sont les premières protéines à être exprimées lors 
de la phase de latence de type III (135). EBNA-LP est requise pour l’immortalisation des 
lymphocytes B (136) et coactive, avec EBNA-2, les promoteurs LMP1 et Cp (137-139). De 
plus, la coopération entre EBNA-LP et  EBNA-2 peut aussi activer l'expression de cycline 
D2 ce qui pousse les lymphocytes B au repos (G0) vers leur phase G1 (140). 
 
1.1.5.2. Les protéines membranaires latentes (LMPs) 
Lors des phases de latence II et III, l’EBV exprime trois protéines membranaires 
latentes : LMP-1, LMP-2A et LMP-2B. Les trois protéines sont multifonctionnelles et 




toutes à la surface de la membrane cellulaire et dans la membrane intracellulaire du Golgi 
et du réticulum endoplasmique (141, 142). 
LMP-1. LMP-1 est une protéine de 386 acides aminés constituant un petit domaine 
N-terminal cytoplasmique, six domaines membranaires et un domaine C-terminal 
cytoplasmique d'environ 200 acides aminés (143). Cette protéine agit comme un récepteur 
constamment activé. Elle imite presque complètement le signalement géré par le récepteur 
humain CD40 généralement associé avec la réponse immunitaire et inflammatoire. De 
manière conséquente, LMP-1 est fonctionnellement homologue à la famille des récepteurs 
de facteurs de nécrose tumorale (TNFR) chez les lymphocytes B et les cellules épithéliales 
(144-147). LMP-1 active une multitude de systèmes qui peuvent varier d'un type cellulaire 
à un autre. Chez les lymphocytes B, il semble que la majorité des altérations causées par 
LMP-1 a un objectif antiapoptotique. LMP-1 active de manière constitutive les systèmes de 
signalisation cellulaire suivants : NF-κB, JNK-kinase et JAK/STAT (148-150). LMP-1 peut 
aussi bloquer l'apoptose en augmentant les niveaux de plusieurs facteurs cellulaires dont la 
fonction est d'inhiber la mort cellulaire tels : Bcl-2, Mcl-1 et A20 (110). L'EBV dépend 
grandement de LMP-1 pour instaurer la survie cellulaire qui lui permettra sa persistance, 
faisant de LMP-1 l'une des protéines clés du EBV. 
LMP-2A et LMP-2B. LMP-2A est une protéine membranaire composée de 12 
domaines transmembranaires et de deux domaines intracellulaires : 27 acides aminés en C-
terminal et 119 en N-terminal. LMP-2B partage les mêmes 12 domaines transmembranaires 
et le domaine en C-terminal (151, 152). La région N-terminal de LMP-2A est essentielle 
pour sa fonction qui est de s'associer et de diminuer les niveaux de protéines tyrosine 
kinases (PTK) de la famille des Src et Syk (153-157). Ces protéines kinases jouent un rôle 
important dans l'activation des lymphocytes B par l'entremise du récepteur d’antigène des 
lymphocytes B (BCR) (revue dans (158)). À ce jour, le mécanisme n'est pas entièrement 
compris, mais LMP-2A serait capable de bloquer le signal transmis par les BCRs (159). De 
plus, LMP-2A pourrait bloquer l'activation du cycle lytique du EBV, le gardant ainsi sous 




LMP-2A, ce qui permettrait la libération des protéases Src et Syk et le retour du signal 
(159). 
 
Tableau 1. Résumé des protéines latentes du EBV et de leurs fonctions 
 
Adapté de (37, 160) 
 
1.2. L'antigène nucléaire 2 du EBV (EBNA-2) 
EBNA-2 est la protéine clé du virus dans l’immortalisation des lymphocytes B, un 
procédé ressemblant grandement au cancer. Lors de l’infection primaire, EBNA-2 et 




sont sous le contrôle d’EBNA-2 qui active la transcription cellulaire et virale en 
interagissant avec les protéines cellulaires CBF1/RBP-Jκ et PU.1 (161-165). Ces dernières 
permettent à EBNA-2 de cibler des promoteurs cellulaires et viraux produisant la totalité 
des protéines virales latentes et d’influencer l’expression de plusieurs facteurs cellulaires. 
Bref, EBNA-2 est le transactivateur principal du EBV remplissant sont rôle à l’aide de 
multiples interactions protéine-protéine par l’intermédiaire de domaines fonctionnels.   
 
1.2.1. Structure en domaines 
 
Figure 3: Structure de EBNA-2 du EBV de type A (souche B95.8). 
Les domaines caractéristiques d’EBNA-2 sont : une région N-terminal acide suspectée d’être un 
domaine de dimérisation (Dim), un domaine riche en proline (Pro), une région nommée diversité 
(Diversité) où l’homologie de EBNA-2 type A et type B est à son plus bas, un domaine de liaison à 
CBF1/RBP-Jκ (RBP-J), un domaine riche en arginine et glycine (ArgGly), un domaine de 
transactivation (TAD) et un signal de localisation nucléaire (NLS) au C-terminal de la protéine. 
Abréviations : facteur de liaison à Cp 1 (CBF1) et protéine de liaison au signal de recombinaison 1 
pour Jκ (RBP-Jκ). Adapté de (166). 
 
Il existe deux variantes d’EBNA-2, type A et type B, provenant des deux types 
d’EBV (pour plus de détails sur les deux types d’EBV voir section 1.1.1). Les deux 
variantes partagent une homologie de séquence d’environ 50 % (167). Tous les domaines 
sont conservés entre les deux variantes, mais certaines différences s’imposent (Figure 3). 
Le domaine riche en proline varie de 10 à 40 prolines consécutives entre les différentes 
souches virales et la région Diversité ne possède pas ou très peu d’homologie entre les deux 
types. Les domaines ont été délimités en utilisant les deux types d’EBNA-2 (168) et, par 




dans la fonction d’EBNA-2 a été analysée (169-171). Bien que certaines régions en N-
terminal soient conservées entre les 2 types, les 230 premiers acides aminés, à l’exception 
de sept prolines consécutives aux acides aminés (aa) 94-110, ne sont pas essentiels pour la 
transformation des lymphocytes B (170). En revanche, deux régions situées du côté C-
terminal sont nécessaires pour l’immortalisation : le domaine de liaison à CBF1/RBP-Jκ 
(RBP-J) (résidus 280 à 337) et le domaine de transactivation (TAD) (résidus 425 à 462) 
(168, 172). 
 
1.2.2. La région N-terminal 
La région N-terminal d’EBNA-2 possède plusieurs sites conservés entre les deux 
variantes d’EBV (168). Cependant, l’immortalisation des lymphocytes B par EBNA-2 se 
fait seulement si les domaines RBP-J et TAD sont présents (168, 172). Étonnamment, la 
présence de 7 prolines consécutives, situées dans la région N-terminal, est aussi nécessaire 
à la transformation des lymphocytes B par l’EBV (170). La région N-terminal possède donc 
un ou plusieurs domaines fonctionnels remplissant un rôle dans les fonctions d’EBNA-2.  
EBNA-2 recombinant purifié devrait former une protéine d’environ 52 kDa. Il s’est 
montré être un oligomère d’environ 440 kDa avec une sédimentation par gradient de 
sucrose évalué à 13S et 34S indiquant un complexe beaucoup plus gros qu’EBNA-2 sous 
forme de monomère (173, 174). Un essai double-hybride chez la levure montre que les 
résidus 122 à 344 peuvent interagir avec les résidus 1 à 428 chez EBNA-2 (174) suggérant 
qu’elle possèderait un domaine de dimérisation. 
Ne possédant pas de domaine de liaison à l’ADN, EBNA-2 a besoin de la présence 
de CBF1/RBP-Jκ et parfois PU.1 pour agir sur les promoteurs (pour plus de détails voir 
section 1.2.3). CBF1/RBP-Jκ est recruté par EBNA-2 par son domaine RBP-J. Cependant, 
pour certains promoteurs possédant plus d’un site de liaison pour CBF1/RBP-Jκ, plus d’une 
protéine de liaison à l’ADN est nécessaire pour avoir une réponse d’EBNA-2. Par exemple, 
le promoteur LMP-1 possède deux sites de liaison pour CBF1/RBP-Jκ et nécessite aussi 
l’interaction entre PU.1 et EBNA-2 (165, 175). Puisque EBNA-2 peut seulement lier une 




le même environnement, parfois restreint, pour remplir toutes les conditions, renforçant la 
possibilité d’un domaine de dimérisation chez EBNA-2. 
Un lysat cellulaire infecté par l’EBV contenant une construction d’EBNA-2 
manquant les acides aminés 2 à 88 (EBNA-2 d2-88) a été analysé et a montré que la taille 
d’EBNA-2 d2-88 est celle d’un monomère ou d’un dimère (176). Aucune autre protéine 
associée n’a été identifiée, suggérant que les résidus 2 à 88 contiennent probablement un 
domaine de dimérisation (176). Par la même étude, les résidus 91 à 210 d’EBNA-2 
pourraient également contenir un domaine de dimérisation (176). Bien que la région N-
terminal ne soit pas essentielle à l’immortalisation des lymphocytes B à l’exception du 
domaine riche en proline, elle possède une fonction de dimérisation permettant 
l’assemblage de plusieurs EBNA-2 et de ses cofacteurs. 
 
 
Figure 4: Modèle du rôle de la dimérisation chez EBNA-2 
La dimérisation d’EBNA-2 permettrait la présence de plusieurs domaines acides (AD), contenant 
dans leurs séquences le TAD d’EBNA-2, pouvant recruter simultanément des facteurs de 
transcription basaux et activés. Les lignes pleines représentent les chaînes peptidiques, la ligne 
pointillée représente le brin d’ADN. L’échelle n’est pas respectée dans ce shcéma. Abréviations : 




protéine de liaison au signal de recombinaison 1 pour Jκ (RBP-Jκ), précurseur de p52 ou plutôt 
d’une des sous unité de TFIIH nommé p52 (p100), EP300 ou protéine de liaison E1A (p300), 
domaine riche en proline ou poly-proline (PP), protéine de liaison à TATA (TBP), facteur général 
de transcription II E (TFIIE), facteur général de transcription II H (TFIIH) et facteur général de 
transcription II B (TFIIB). Adapté de (176). 
 
1.2.3. Le domaine de liaison à RBP-Jκ (RBP-J) 
EBNA-2 est incapable de lier l’ADN directement. Pour s’associer aux éléments 
régulateurs situés sur l’ADN viral et cellulaire, EBNA-2 nécessite un domaine de liaison à 
l’ADN qui est codé par les cellules-hôtes : le facteur de liaison à Cp 1 (CBF1) (161-164). 
CBF1 est l’homologue humain du suppresseur de «hairless» (SuH) de la drosophile et de la 
protéine de liaison au signal de recombinaison 1 pour Jκ (RBP-Jκ) de la souris. Ces facteurs 
de liaison aux promoteurs sont connus pour être des effecteurs impliqués en aval de la voie 
de signalement de Notch (revue dans (177)). 
CBF1/RBP-Jκ fonctionne comme un répresseur de transcription chez la cellule 
saine (178-181). La répression de CBF1/RBP-Jκ se fait par contact direct avec la 
machinerie de transcription basale (182). Le complexe répresseur formé par CBF1/RBP-Jκ 
comprend plusieurs facteurs tels le médiateur silencieux des récepteurs aux hormones de la 
rétine ou thyroïde (SMRT) aussi appelé le corépresseur de récepteurs nucléaires (NCoR), 
un corégulateur transcriptionnel, l’histone déacétylase 1 et 2 (HDAC1 et 2), la protéine 
associée à SIN3A (SAP30) qui est une protéine interagissant avec les HDAC1 et 2 (183), le 
corépresseur interagissant avec CBF1 (CIR) et la protéine d’interaction avec SKI (SKIP) 
(184-188). 
Lorsqu’EBNA2 interagit avec le domaine répresseur de CBF1/RBP-Jκ, ce dernier 
est converti en activateur de transcription (189). La conversion se fait en 2 étapes (revue 
dans (177)). Premièrement, une variante d’EBNA-2 déficiente de son domaine d’activation 
est capable d’interagir avec CBF1/RBP-Jκ et d’interrompre la répression de ce dernier en 








Figure 5: La transcription par EBNA-2 
(A) La répression de CBF1/RBP-Jκ se fait par un complexe de plusieurs protéines comprenant la 
protéine SKIP, SMRT, SIN3A, HDAC1 et 2, SAP30 et CIR (184-188). EBNA-2 interrompt la 
répression par le complexe formé par CBF1/RBP-Jκ en rivalisant avec ce dernier par une interaction 
avec CBF1/RBP-Jκ et SKIP (185). (B) Le domaine C-terminal acide d’EBNA-2 recrute la 
machinerie de transcription basale (BTM). EBNA-LP joue le rôle de coactivateur de la transcription 
pour EBNA-2. Les EBNA-3s modulent la transcription d’EBNA-2 par compétition pour 
l’interaction avec CBF1/RBP-Jκ. Abréviations : machinerie de transcription basale (BTM), facteur 
de liaison à Cp 1 / protéine de liaison au signal de recombinaison 1 pour Jκ (CBF1/RBP-Jκ), 
corépresseur interagissant avec CBF1 (CIR),  antigène nucléaire du virus d’Epstein-Barr (EBNA), 




(SKIP) et médiateur silencieux aux récepteurs aux hormones de la rétine ou thyroïde (SMRT). 
Adapté de (39). Inspiré de (185). 
 
Les domaines intracellulaires de Notch1 et 2 (Notch1IC et Notch2IC) qui sont des 
protéines transmembranaires cellulaires clés dans la voie de signalisation Notch 
interagissent avec le même domaine de CBF1/RBP-Jκ qu’EBNA2 et produisent aussi cette 
interruption de la répression suivie d’une activation de la transcription (184, 190, 191). 
Cependant, des mutations ponctuelles dans ce domaine de CBF1/RBP-Jκ démontrent une 
différence dans son interaction avec EBNA2 et NotchIC. Par exemple, une substitution, 
KLV249-251AAA, chez CBF1/RBP-Jκ abolit l’interaction avec Notch1IC et Notch2IC, 
mais pas celle avec EBNA-2 (191), alors que les substitutions L326P et Q333L vont au 
contraire diminuer l’interaction avec EBNA-2 (192). Bien que les interactions de 
CBF1/RBP-Jκ avec soit EBNA-2 ou Notch1 et Notch2 diffèrent du point de vue du 
mécanisme, la résultante d’une perte de la répression suivie d’une activation de la 
transcription est la même. 
La perte de la répression de la transcription se fait par un déplacement du complexe 
de répression se produisant lorsqu’EBNA-2 se lie à CBF1/RBP-Jκ et SKIP. SKIP est une 
composante du complexe de répression, mais aussi du complexe d’activation formé par 
EBNA-2. L’interaction EBNA2-SKIP rivalise avec EBNA2-SMRT, tout comme les 
interactions de Notch1IC et Notch2IC avec SKIP rivalisent avec SMRT (185, 186). La 
région conservée 5 d’EBNA-2, situé du côté N-terminal du domaine RBP-J autour des 
résidus 296 à 309, régit l’interaction avec SKIP et la région conservée 6 d’EBNA-2, située 
du côté C-terminal du domaine RBP-J autour des résidus 320 à 327, régit l’interaction avec 






Figure 6: Le domaine de liaison à CBF1/RBP-Jκ (RBP-J) d’EBNA-2 
Représentation schématique du domaine de liaison à CBF1/RBP-Jκ (RBP-J) d’EBNA-2 où les 
régions conservées (CR) sont positionnées sur le domaine. Les chiffres au dessus du domaine RBP-
J représentent la numérotation des résidus. Les flèches pointent vers leurs cibles d’interaction. 
Abréviations : facteur de liaison à Cp 1 / protéine de liaison au signal de recombinaison 1 pour Jκ 
(CBF1/RBP-Jκ), région conservée (CR) et protéine d’interaction avec SKI (SKIP). Adapté de (185). 
 
L’abolition de l’interaction d’EBNA-2 avec CBF1/RBP-Jκ, par une mutation 
(WW323-324SR) dans la région conservée 6, abolit aussi la transactivation d’EBNA-2 
(193, 194). Cette même mutation, lorsqu’elle est incorporée dans le virus, donne un EBV 
incapable d’immortaliser les lymphocytes B (195). Une mutation (II307-308SR) dans la 
région conservée 5, qui abolit l’interaction entre EBNA-2 et SKIP, invalide la fonction de 
transactivation d’EBNA-2 (185) et produit une variante d’EBV incapable d’immortaliser 
les lymphocytes B in vitro ou des lymphocytes B qui ont une croissance plus lente qu’un 
groupe contrôle infecté par le virus de type sauvage (171). De ce fait, il est essentiel pour le 
domaine RBP-J d’EBNA-2 d'interagir avec SKIP et CBF1/RBP-Jκ pour qu'il y ait 
activation de la transcription. 
 
1.2.4. Le domaine Arginine-Glycine (ArgGly) 
Le domaine riche en arginine et glycine aussi appelé répétition arginine-glycine est 
situé à proximité du domaine RBP-J du côté C-terminal (Figure 3). Le domaine est 
compris des résidus 345 à 358 chez la souche B95-8 (EBV type A) et possède une 




ArgGly peut jouer le rôle de NLS et s'assurer qu’EBNA-2 soit guidé vers les pores 
nucléaires et transféré au noyau (169). Cependant, plusieurs autres protéines possèdent un 
domaine riche en arginine impliqué dans des interactions protéine-ARN (196) ou protéine-
protéine (197) qui évoquent une possibilité similaire au domaine ArgGly d’EBNA-2. 
La délétion du domaine ArgGly d’EBNA-2 chez l’EBV cause une diminution de sa 
capacité de transformation et une lignée de lymphocytes B transformés à croissance plus 
lente qu’un groupe contrôle transformé par l’EBV de type sauvage (198). Pour la même 
délétion, une transactivation plus élevée du promoteur LMP-1 est observée par rapport au 
type sauvage (198) suggérant que le domaine ArgGly diminue la transactivation du 
promoteur LMP-1. Puisque le domaine ArgGly diminue la transactivation du promoteur 
LMP-1 et n'affecte pas celle du promoteur Cp, il est attendu qu’une interaction protéine-
ARN ou protéine-protéine soit responsable n’impliquant pas directement le domaine RBP-J 
ou le TAD d’EBNA-2. 
La protéine de survie des neurones moteurs (SMN) est une protéine impliquée dans 
l'assemblage des petites ribonucléoprotéines nucléaires (snRNP). Les snRNPs sont des 
complexes d'ARNs et de protéines qui se combinent avec l'ARN pré-messager (pré-ARNm) 
pour former un splicéosome qui permet l'excision des introns chez le pré-ARNm. SMN lie 
directement les protéines Sm (199) permettant l'assemblage des snRNPs qui se fait par 
l'attachement des protéines Sm avec les petits ARNs nucléaires (snRNA) tels U1, U2, U4 et 
U5 (200-202). Pour cette interaction, les arginines des protéines Sm sont méthylées (203). 
EBNA-2 est méthylé in vivo (204). Le domaine ArgGly méthylé d’EBNA-2 a été montré 
comme interagissant directement avec le domaine Tudor de SMN (205), suggérant que 
cette interaction pourrait être impliquée dans la transactivation assistant les domaines RBP-
J et TAD. 
 
1.2.5. Le domaine de transactivation (TAD) 
Le domaine de transactivation (TAD) est situé dans la région C-terminal d’EBNA-2 
aux alentours des résidus 424 à 468. Seulement deux régions sur EBNA-2 sont essentielles 




2 interagit avec CBF1/RBP-Jκ permettant à la protéine virale de lier indirectement les 
promoteurs des gènes cibles. Une fois EBNA-2 établi sur les sites des promoteurs, son 
TAD interagit avec les facteurs généraux de transcription et coactivateur tels TFIIB, TFIIE, 
TFIIH, p300, CBP et le facteur associé à p300/CBP (PCAF) (4, 206-208) (Figure 7). 
Chez les lymphocytes B infectés, EBNA-2 active la transcription des gènes viraux, 
comme LMP-1 (209, 210) et LMP-2 (211), et des gènes cellulaires, comme CD21 (212) et 
CD23 (111, 213, 214). Les éléments de réponse pour EBNA-2 à proximité des promoteurs 
LMP-1 (215, 216), LMP-2A (217), Cp (218) et CD23 (214) sont normalement aussi à 
proximité des sites CBF1/RBP-Jκ et PU.1 reliant indirectement EBNA-2 et positionnant 
son TAD à proximité du gène ciblé (162, 164, 165, 178, 195). Par contact protéine-
protéine, EBNA-2 recrute les composantes de l’ARN polymérase II (pol II) nécessaire pour 
l’activation de la transcription (4, 206, 207). 
Les premières composantes de la pol II observées avec EBNA-2 sont TFIIB, le 
facteur associé à TBP à 40 kDa (TAF40) et la protéine de réplication A à 70 kDa (RPA70) 
(207). Il est proposé que TFIIB peut interagir avec la sous-unité TBP de TFIID (219). De ce 
fait, EBNA-2 peut recruter indirectement TBP et profiter de la capacité à lier les boîtes 
TATA de cette dernière (207). TAF40, un facteur de transcription, est impliqué dans la 
transactivation de VP16, une protéine très similaire à EBNA-2 chez le virus de l’herpès 
humain, où elle est inhibée par un anticorps ciblant TAF40 (220) évoquant un rôle 
important pour l’interaction avec TAF40 chez VP16 et probablement aussi pour EBNA-2. 
Contrairement à TFIIB et TAF40, le rôle de RPA70, l’une des sous-unités de la 
protéine de réplication A (RPA), se situe dans la réparation de l’ADN par sa capacité à lier 
l’ADN simple brin et de recruter les facteurs de réparation tels Rad17 et Rad9 (revue dans 
(221)). L’intérêt d’une interaction entre RPA et un TAD viral n’est pas encore clairement 
défini. L’une des possibilités est le rôle masqué de RPA70 dans la transcription découvert 
par son interaction avec le domaine acide de GAL4 et p53 (222, 223). Il pourrait aussi avoir 
un rôle dans la réplication du génome viral suggéré par une construction à base de GAL4-
VP16 et l'une usant les deux domaines de transactivation de p53, GAL4-p53 (1-73), 




liaison de GAL4 se situaient en proximité de l'origine de réplication (222, 223). En résumé, 
l'interaction du TAD de EBNA-2 avec RPA70 pourrait avoir une implication dans la 
transcription et/ou dans la réplication du génome viral. 
TFIIB n’est pas le seul facteur général de transcription à interagir avec EBNA-2. En 
effet, TFIIH a également été observé à proximité d’EBNA-2 et il est le seul facteur général 
de transcription possédant des activités enzymatiques. TFIIH est un complexe composé de 
plusieurs sous-unités lui conférant une activité ATPase dépendante de l’ADN, une fonction 
hélicase dépendante de l’ATP et une kinase spécifique pour le domaine C-terminal (CTD) 
de la plus grosse sous-unité de pol II. Ce sont les sous-unités p62 et la protéine de 
complément de xeroderma pigmentosum groupe D (XPD), plus connues pour leurs rôles 
dans les interactions protéines-protéines et dans l’ouverture de l’ADN double brins 
respectivement, qui interagissent avec le TAD de EBNA-2 (4). Le recrutement de ces deux 
sous-unités implique généralement le complexe en entier puisque le recrutement des autres 
éléments de TFIIH dépend directement d’elles. Par exemple, p34, une sous-unité de TFIIH, 
peut s’associer à EBNA-2 si p62 s’y est déjà associé préalablement (4). EBNA-2 est donc 
capable de recruter deux composantes de la machinerie de transcription de pol II : TFIIB et 
TFIIH. 
EBNA-2 peut recruter un troisième facteur général de transcription : TFIIE. Dans 
des conditions de transcription basale in vitro, TFIIE est essentiel pour le recrutement et la 
régulation de l’activité enzymatique de TFIIH (224-226). TFIIE est donc un élément 
extrêmement important pour la transcription par la pol II. EBNA-2 ne fait pas d’interaction 
directe avec TFIIE (206), mais il peut s’associer à l’aide de son TAD de manière spécifique 
avec p100 (206). p100 est un précurseur de p52 qui est une sous-unité de TFIIH. Il est en 
forte abondance dans les cellules et il pourrait bien remplir de multiples fonctions telles 
l’épissage, la réplication de l’ADN et/ou la transcription. L’activité de transactivation du 
TAD d’EBNA-2 est augmentée par p100 qui est probablement due à la capacité de p100 
d’interagir avec les sous-unités de TFIIE : p56 et p34; une augmentation du niveau 




L’activation de gènes ne se fait pas seulement par des facteurs de transcription, mais 
aussi par l’organisation de la chromatine. Plusieurs activateurs de transcription interagissent 
avec des histones acétyle-transférases (HAT) telles p300, CBP, PCAF, GCN5 et TAF250 
(revue dans (227, 228)). Les HATs sont des enzymes capables d’acétyler les lysines sur les 
histones forçant un remodelage de la chromatine. Le remodelage de la chromatine influe 
grandement sur l’accessibilité des gènes et donc sur leur expression. Le TAD d’EBNA-2 
interagit avec p300, CBP et PCAF lors de l’activation du promoteur LMP1 (208). Le 
recrutement des HATs par EBNA-2 se fait également pour leur capacité d’apporter d’autres 
facteurs de transcription (208). 
Le TAD d’EBNA-2 crée un réseau de contacts immense permettant la transcription 
des gènes viraux latents menant à l’immortalisation et la persistance du virus. La séquence 
simple et la multitude d’interactions par ce TAD fait de lui l’élément clé et mystérieux 
d’EBNA-2. 
 
Figure 7: La transcription de LMP-1 par EBNA-2 
Le promoteur de LMP-1 contient deux éléments de réponses : un site pour CBF1/RBP-Jκ (rectangle 




(rectangle vert non encadré). C'est le domaine RBP-J de EBNA-2 qui fait une interaction directe 
avec CBF1/RBP-Jκ et PU.1. Après que le domaine RBP-J lie CBF1/RBP-Jκ et PU.1 et que ces 
derniers lient leurs sites respectifs, le TAD de EBNA-2 peut recruter les éléments de transcription 
nécessaires. Le TAD de EBNA-2 stimule la transcription en interagissant avec : TAF40 qui est 
associé à la sous-unité de TFIID nommé TBP pouvant lier une boîte TATA (rectangle rouge non 
encadré) située à environ 25 nucléotides en amont du gène LMP-1, TFIIB, p100 qui peut s'associer 
avec les sous-unités de TFIIE p56 et p34 et les sous-unités de TFIIH p62 et XPD. Abréviations : 
facteur de liaison à Cp 1 / protéine de liaison au signal de recombinaison 1 pour Jκ (CBF1/RBP-Jκ), 
antigène nucléaire du EBV (EBNA), protéine membranaire latente (LMP), précurseur de p52 qui 
est une sous-unité de TFIIH (p100), ARN polymérase II (pol II), domaine de liaison à CBF1/RBP-
Jκ (RBP-J), domaine de transactivation (TAD), facteur associé à TBP à 40 kDa (TAF40), protéine 
de liaison à TATA (TBP), et facteur général de transcription II (TFII) et protéine de complément de 
xeroderma pigmentosum groupe D (XPD). Inspiré de (206). 
 
1.2.6. Le signal de localisation nucléaire (NLS) 
Le signal de localisation nucléaire (NLS) est situé dans la région C-terminal 
d’EBNA-2 aux alentours des résidus 468 à 487. En absence des résidus 468 à 487, le 
domaine ArgGly peut assurer cette fonction et être considéré comme un NLS (169). Cette 
particularité n’est pas employée ou n’a pas encore été observée chez les souches sauvages 
d’EBV. Très peu d’études portent sur le NLS d’EBNA-2. La fonction de localisation 
nucléaire est essentielle, mais le domaine principal ne l’est pas. Cependant, la délétion du 
NLS alternatif, le domaine ArgGly, diminue grandement la transcription gérée par EBNA-2 
puisqu’elle lui retire sa capacité à interagir avec SKIP (voir section 1.2.3).  
 
1.3. La transactivation 
Plusieurs protéines et ARNs sont essentiels pour la survie de la cellule. C’est 
pourquoi leurs gènes sont constitutivement transcrits. Le terme employé est transcription 
basale. Toutefois, la cellule peut subir un changement d’environnement provenant soit d’un 
stress thermique, une drogue, une infection, etc. Pour répondre à ce changement, la cellule 




active qui, de manière générale, emploie la machinerie de transcription basale et un 
activateur de transcription. 
L’activateur de transcription le plus simple comprend deux éléments : un domaine 
de liaison à l’ADN (DBD) et un domaine de transactivation (TAD). Le rôle du domaine de 
liaison à l’ADN est de lier l’élément de réponse du promoteur de manière spécifique. Chez 
EBNA-2, c’est le domaine RBP-J qui remplit ce rôle en interagissant avec CBF1/RBP-Jκ et 
PU.1 (161-164) (voir section 1.2.3). Ces derniers possèdent les DBDs nécessaires pour 
interagir avec les éléments de réponse ciblés par EBNA-2. Le rôle du domaine de 
transactivation est de faire les interactions intermoléculaires nécessaires pour mener à 
l’expression du gène ciblé. Chez EBNA-2, c’est le domaine TAD situé en C-terminal qui 
remplit ce rôle en recrutant les facteurs de transcription comme : TFIIB, TFIIE, TFIIH et 
TAF40 (4, 206, 207) (voir section 1.2.5). 
 
1.3.1. Domaine de transactivation acide 
Le domaine de transactivation est un élément complètement distinct du DBD et le 
nombre d’acides aminés le composant se situe généralement entre 30 et 100. Après 
l’observation de multiples TADs et en se basant sur leur composition en acide aminé, les 
TADs ont été classés en trois catégories : acide, riche en glutamine et riche en proline 
(revue dans (229)). Le domaine de transactivation acide se démarque par la présence de 
plusieurs résidus aspartate et glutamate. Pour le domaine de transactivation riche en 
glutamine et riche en proline, c’est la quantité de glutamines et prolines respectivement qui 
les distinguent. Toutefois, ce n’est pas seulement la présence de l’acide aminé en plus grand 
nombre qui est important, mais la présence d’éléments comme un motif d’interaction 
composé de résidus hydrophobes qui permet au TAD d’interagir avec sa cible. 
Le TAD d’EBNA-2, avec sa grande quantité d’aspartates et glutamates, fait partie 
des domaines de transactivation acides. Les domaines de transactivation acides facilitent 
généralement l’initiation de la transcription par une interaction avec les protéines liant les 
boîtes TATA comme TBP ((230-233) et revue dans (229)). Par exemple, p53 interagit avec 




(résidus 40 à 73). Bien qu’ils aient plusieurs prolines, les deux TADs sont considérés 
comme acides étant donné leurs grandes quantités de glutamates et d’aspartates. Toutefois, 
EBNA-2 n’interagit pas avec TBP, mais il le recrute par l’intermédiaire de TAF40 (207). 
Les séquences sont similaires pour plusieurs TADs acides (Figure 8). Cependant, les 
interactions employées pour leurs fonctions diffèrent. 
 
 
Figure 8: Alignement des séquences des TADs d’EBNA-2, p53, VPH E1 et VP16 
Alignement de séquences se basant sur les trois résidus hydrophobes correspondants à un motif 
ΦXXΦΦ où Φ correspond à un résidu hydrophobe. Ces trois résidus hydrophobes, illustrés blancs 
sur noirs, sont ceux identifiés pour être impliqués dans l’interaction avec p62 pour p53, VP16 et 
VPH E1 (2, 5, 238). Les résidus encadrés sont des sites de phosphorylation potentiels. 
Abréviations : antigène nucléaire du virus d’Epstein-Barr (EBNA), domaine de transactivation 
(TAD) et virus du papillome humain (VPH). 
 
1.3.1.1. Exemple de p53 
Le suppresseur de tumeur p53 est l’une des protéines humaines les plus étudiées 
pour son rôle dans le cancer, le cycle cellulaire, la sénescence, la réparation de l’ADN, etc. 
p53 est composé de trois domaines majeurs : un domaine de transactivation (comprenant 
les deux sous-domaines TAD1 et TAD2), un domaine de liaison à l’ADN et un domaine de 
tetramérisation (Tet). Le domaine de liaison à l’ADN est essentiel; plus de 80 % des 
mutations chez p53 retrouvées chez les tumeurs se situe dans le DBD (revue dans (239)). 
Le domaine de tetramérisation est aussi essentiel; le DBD lie seulement la moitié du site du 





Le domaine de transactivation de p53 peut être divisé en deux sous-domaines, 
TAD1 et TAD2, comportant chacun leurs interactions exclusives. Le TAD1 interagit avec 
Mdm2 et TBP (237, 243) où Mdm2 est une E3 ubiquitine ligase avec comme rôle principal 
la régulation négative de p53 (244, 245). Le TAD2 interagit avec RPA et TFIIH (2, 246) où 
c’est la sous-unité p62 de TFIIH qui est ciblée. Les deux TADs interagissent avec p300 et 
CBP (247). 
La région N-terminale de p53 où se localise le TAD est un domaine intrinsèquement 
désordonné (pour plus de détail sur les domaines intrinsèquement désordonnés, voir section 
1.3.2) (248). Le TAD de p53 ne possède pas de structure tridimensionnelle fixe ce qui 
n’empêche pas, lors d’interactions protéine-protéine, de former une conformation plus 
rigide. Par exemple, en contact avec p62, le TAD2 de p53 passe d’un brin aléatoire à une 
hélice alpha sur la longueur de la surface d’interaction (2). Cette conformation, que le 
TAD2 n’avait pas à l’origine, lui permet l’alignement recherché pour les trois résidus 
hydrophobes I50, W53 et F54.   
 
1.3.1.2. Exemple de VP16 
VP16 est un facteur de transcription du virus de l’herpès simplex (HSV) aussi 
nommé virus de l’herpès humain (HHV). VP16 est composé de deux domaines majeurs : le 
domaine cœur ou «core» au centre de la protéine et le TAD situé en C-terminal (249, 250). 
Le rôle du domaine cœur est de lier indirectement l’ADN par une interaction avec le facteur 
cellulaire de l’hôte C1 (HCF-1). Ce nouveau complexe interagit ensuite avec le facteur de 
transcription du domaine POU (Oct-1) (251). Oct-1 lie le site de réponse du promoteur et 
HCF-1 sert à stabiliser l’interaction entre VP16 et Oct-1 (revue dans (252)). C’est lorsque 
VP16 est à proximité du gène ciblé que son TAD recrute les nombreux facteurs de 
transcription pour activer le gène. 
Le TAD de VP16 interagit avec les facteurs généraux de transcription suivant : 
TFIIA (253), TFIIB (254), TFIIF (255) et TFIIH (256). Il interagit aussi avec la sous-unité 
TBP de TFIID (257) et recrute les protéines CBP (258), p300 (259) et PCAF (260). Le 




490), qui interagissent avec des partenaires communs et non commun (261). Par exemple, 
pour l’interaction entre VP16 et TFIIB, la région H2 n’est pas nécessaire (254), mais elle 
est essentielle pour l’interaction avec TFIID (262), TFIIH (256) et CBP (258). 
Le TAD de VP16 est un domaine intrinsèquement désordonné et ne possède donc 
pas de structure tridimensionnelle spécifique. De manière similaire au TAD de p53, le TAD 
de VP16 prend une conformation spécifique seulement au moment de l’interaction avec sa 
protéine-cible. Par exemple, le TAD de VP16 prend la forme d’une hélice alpha lorsqu’il se 
lie à TFIID (263, 264) et la sous-unité p62 de TFIIH (238). Chez l’interaction avec p62, 
l’hélice alpha permet le positionnement idéal pour les résidus F475, M478 et F479 de 
VP16. 
 
1.3.1.3. Exemple de VPH E1 
La protéine E1 du VPH est l’élément responsable de la réplication du génome viral. 
Elle est segmentée en trois domaines majeurs : la région N-terminale de régulation, le 
domaine de liaison à l’origine situé au centre et le domaine hélicase localisé en C-terminal. 
Le domaine hélicase est composé d’un domaine ATPase et d’un domaine d’oligomérisation 
(265, 266). Le domaine de liaison à l’origine est un domaine de liaison à l’ADN se liant à 
l’origine du génome viral. La région N-terminale est reconnue pour être un domaine de 
régulation qui n’est pas nécessaire in vitro, mais essentielle in vivo (267, 268). Plusieurs 
éléments ont été identifiés dans la région N-terminal comme un signal de localisation 
nucléaire (NLS) (269), un site de liaison à la protéine cellulaire p80 (270), etc. Récemment, 
une séquence ressemblant grandement au TAD2 de p53 a été identifiée et nommée région 
similaire à un TAD (TLR) (5). 
Une étude, qui précède celle identifiant le TLR, a suggéré que VPH E1 pouvait 
jouer le rôle d’activateur de transcription (271). Une construction fusionnant la région N-
terminale de HPV E1 avec le DBD de LexA peut activer la transcription chez la levure (5). 
L’activation de la transcription peut être complètement arrêtée par la mutation de trois 
résidus hydrophobes, M47, F50 et I51, situés dans ce qui apparaît être un TAD (5). Cette 




TFIIH in vitro (5).  L’interaction avec p62 se fait à l’aide de la section qualifiée de TLR, 
résidus 44 à 63, et les mêmes trois résidus hydrophobes formant un motif ΦXXΦΦ, où Φ 
correspond à un résidu hydrophobe, sont les éléments clés de la liaison. Le motif ΦXXΦΦ 
serait donc généralement utilisé par les TADs de p53, VP16 et HPV E1 pour former 
l’interaction avec TFIIH. 
Le TLR de VPH E1 est évalué comme étant un domaine intrinsèquement 
désordonné (5). Avec une séquence similaire au TAD2 de p53 et au TAD de VP16 (Figure 
8), qui sont responsables de l’interaction avec p62, il est probable que VPH E1 forme lui 
aussi une hélice alpha lors de son contact avec p62. 
 
1.3.2. Domaine intrinsèquement désordonné (IDD) 
Les domaines intrinsèquement désordonnés sont communément qualifiés par les 
termes : flexible, dénaturé, non-replié, etc. Ils varient par leur taille allant de quelques 
résidus à une protéine entière, appelée dans ce cas protéine intrinsèquement désordonnée 
(IDP). Des analyses bio-informatiques montrent qu’un très grand nombre d’IDPs pourrait 
se trouver dans le protéome (272, 273). Les IDDs sont présents dans plusieurs voies de 
signalisation et régulation en jouant un rôle complémentaire aux  régions structurées (272, 
274, 275).  
Les IDDs peuvent être identifiés à l'aide d'outils informatiques en se basant sur la 
composition en acides aminés d’une séquence protéique. La séquence d'acides aminés d'un 
IDD est grandement différente d'une région structurée; elle est notamment composée 
d'acides aminés chargés, le plus souvent négatifs, et de très peu d'acides aminés 
hydrophobes. Dans des conditions physiologiques, la combinaison d'une hydrophobicité 
très faible avec une charge nette assez élevée chez une protéine empêche la condensation 
ou le repliement (276). 
La taille d'un IDD doit être évaluée différemment de celle d'un domaine structuré. 
Puisque les IDDs ont très peu (ou pas) de repliement, ils prennent plus d'espace qu'une 
protéine structurée comportant le même nombre d’acides aminés. Cette différence est 




lorsqu'ils doivent remplir leurs fonctions (277). Par exemple, lorsque le TAD de VP16, un 
IDD, interagit avec la sous-unité p62 de TFIIH, il prend la forme d'une hélice alpha (voir 
section 1.3.1.2) (238). Il existe néanmoins des IDPs capables de remplir leurs fonctions 
sans avoir de repliement (278). 
Qu’ils prennent une conformation définie ou non lors de l’interaction avec un 
partenaire, les IDDs conservent une importante flexibilité, propriété particulièrement utiles 
lors des interactions protéine-protéine. Par cette flexibilité, un IDD peut adopter la ou les 
conformations suffisantes pour former une interaction protéine-protéine. Cependant, des 
IDDs aux séquences d'acides aminés similaires ne signifient pas qu’ils partagent les mêmes 
partenaires d’interaction. Par exemple, le TAD d’EBNA-2 ne peut pas lier TBP, alors que 
le TAD de VP16 le peut, bien qu'ils aient des séquences similaires (207, 263). (revue dans 
(279, 280)) 
 
1.3.3. La structure du TAD de EBNA-2 
Le TAD est l’élément clé d’EBNA-2 dans sa fonction de transactivation (voir 
section 1.2.5). À l’aide de multiples variantes d’EBNA-2 en fusion avec GAL4, le domaine 
de transactivation d’EBNA-2 a été cartographié et comprend les résidus 437 à 477 (Figure 
9) (168). Des études en parallèle ont montré qu’EBNA-2, à l’aide du même TAD, est 
impliqué dans de nombreuses interactions protéine-protéine (4, 206-208). Ces interactions 
n’ont pas toutes été caractérisées, mais certains motifs ont été identifiés (Figure 9). En plus 
du motif ΦXXΦΦ retrouvé dans de nombreux TADs (Figure 8), un motif PXLXP a été 
identifié et évalué comme essentiel pour la transactivation (168). Une étude sur la 
phosphorylation in vitro a également révélé un site pour la caséine kinase 2 (CK2) (281). 
 
 
Figure 9: Le TAD d’EBNA-2 
La séquence protéique représentant la plus petite région d’EBNA-2 capable de transactivation 




correspond à un résidu hydrophobe, en blanc sur noir, et le site de phosphorylation par CK2 dans 
l’encadré. 
 
1.3.3.1. Le motif PXLXP 
Par une expérience de double hybride, l’interaction entre BS69 et EBNA-2 a été 
observée (282). BS69 est une protéine cellulaire dont le rôle n’est pas encore bien défini, 
mais qui pourrait être un régulateur de transcription. BS69 a d’abord été identifiée comme 
une protéine interagissant avec la région précoce 1A (E1A) de l’adénovirus pour en inhiber 
la transcription gérée par cette dernière (283, 284). C’est le domaine MYND de BS69 qui 
est impliqué dans l’interaction avec E1A et EBNA-2. Le domaine MYND forme un double 
doigt de zinc et peut interagir avec les motifs PXLXP (282). Il est suggéré que la répression 
transcriptionnelle du domaine MYND de BS69 se ferait par le recrutement du NCoR (284). 
Le motif PXLXP d’EBNA-2 est essentiel pour son interaction avec le domaine 
MYND de BS69 (282). Cependant, des mutations dans le motif PXLXP n’inhibent pas la 
transactivation d’EBNA-2 utilisant comme partenaire d’interaction CBF1/RBP-Jκ (282). 
L’interaction avec BS69 et, de manière indirecte, l’interaction avec NCoR ne sont pas 
nécessaire pour la transactivation d’EBNA-2 lorsque le domaine RBP-J est présent. 
Toutefois, une autre étude montre que la simple mutation de la première proline du motif en 
alanine (P437A) cause une perte presque totale de la transactivation gérée par le TAD 
d’EBNA-2 (168). Pour mesurer la transactivation, une construction où le TAD d’EBNA-2 
fusionné au DBD de GAL4 a été utilisée (168), alors que dans l’étude montrant que la 
capacité de transactivation du TAD est conservée en absence du motif PXLXP, c’est le 
domaine RBP-J original d’EBNA-2 (282) qui était employé. Ceci suggère que le domaine 
RBP-J serait capable de secourir la fonction du motif PXLXP. 
L’implication du motif PXLXP dans le TAD d’EBNA-2 n’est pas encore totalement 
comprise. Il a été démontré que ce motif possède une importance majeure dans certaines 
conditions, l’une étant la capacité d’interagir avec des protéines possédant un domaine 





1.3.3.2. Le motif ΦXXΦΦ 
L’implication et la structure tridimensionnelle du motif ΦXXΦΦ chez une 
interaction protéine-protéine ont été observées pour la première fois chez le TAD de VP16. 
Les trois résidus hydrophobes composant le motif sont des éléments clés pour l’interaction 
avec la sous-unité p62 de TFIIH (238). Aux alentours du motif, la séquence protéique 
contient très peu de résidus hydrophobes et plusieurs résidus chargés négativement. Cette 
composition de résidus correspond à ce qui est largement défini comme un IDD et explique 
par le fait même l’absence de structure précise chez le TAD de VP16. Cependant, la 
structure en complexe de ce TAD avec Tfb1, l’homologue de p62 chez la levure, à été 
observée par résonance magnétique nuclaire (RMN) où le TAD de VP16 existe sous forme 
d’une hélice alpha (238). Le TAD de VP16 non-structuré dans sa forme libre devient donc 
structuré lorsqu’il se lie à Tfb1/p62. Le motif ΦXXΦΦ a également été observé chez le 
TAD2 de p53 et chez la protéine VPH E1 (5), où il interagit avec la même surface de 
Tfb1/p62 (2). 
Chez le TAD d’EBNA-2, seule l’importance du Trp458, le premier résidu 
hydrophobe du motif ΦXXΦΦ, a été observée. La variante W458T (Trp458 devient 
Thr458) chez le TAD provoque un arrêt complet de la transactivation par EBNA-2 et 
produit une variante du EBV sans sa capacité de transformation cellulaire. Les facteurs 
reliés à la transcription et recrutés par le TAD de type sauvage d’EBNA-2, comme TFIIB, 
TFIIE, TFIIH, p300, CBP et PCAF (4, 206-208), ne sont pas recrutés par EBNA-2 W458T 
in vivo suggérant que le Trp458 est un élément essentiel pour les interactions gérées par le 
TAD d’EBNA-2. L’alignement de séquence, à partir du TAD d’EBNA-2 avec d’autres 
TADs connus pour interagir avec des partenaires communs d’EBNA-2, montre que le 
Trp458 est le premier résidu hydrophobe d’un motif ΦXXΦΦ (Figure 8). Le motif 
ΦXXΦΦ chez le TAD d’EBNA-2 sera étudié en détail à la section 2. 
 
1.3.3.3. Le site de phosphorylation par CK2 
L’observation des modifications post-traductionnelles chez EBNA-2 dans les 




partie de cette phosphorylation provient de CK2 (281) et deux des sites identifiés sont la 
sérine 469 (S469) et la sérine 470 (S470) (281). L’interacteur 1 de l’intégrase du virus 
d’immunodéficience humain (hSNF5/Ini1), un des partenaires d’interaction d’EBNA-2 
(285), nécessite ces deux sites, S469 et S470, pour former l’interaction (286).  
hSNF5/Ini1 est un élément qui fait partie du complexe humain SWItch/sucrose non 
fermentable (hSWI/SNF). Le complexe hSWI/SNF peut activer ou réprimer la transcription 
de certains gènes en altérant la structure de la chromatine à l’aide du déplacement des 
histones et leurs éloignements de l’ADN (revue dans (287)). À l’aide de la région N-
terminal d’EBNA-2 qui se lie à hSNF5/Ini1 (285), le complexe hSWI/SNF peut être recruté 
par EBNA-2 (286). Il a été observé, par immunoprécipitation de la chromatine, qu’EBNA-2 
recrute le complexe hSWI/SNF près de la chromatine de l’épisome du segment régulant 
LMP-2A et ce même complexe peut aussi être recruté par EBNA-2 à la région de 
régulation du gène cellulaire CD23 (286). 
La mutation des sites de phosphorylation par CK2, SS469-470AA, situé sur le TAD 
d’EBNA-2, bloque toute interaction possible avec hSNF5/Ini1 démontrant que ces sites 
sont très importants pour l’interaction entre EBNA-2 et hSNF5/Ini1 bien qu’ils ne soient 
pas responsables de former l’interaction directe (286). Le fait que les sites de 
phosphorylation puissent avoir un tel impact sur une interaction laisse penser qu’ils 
joueraient un rôle dans la régulation de cette interaction ou comme agent stabilisant. 
L’impact des sites de phosphorylation par CK2, situé sur le TAD, sur une interaction 
principalement formée par la région N-terminale d’EBNA-2 (285) présage une influence 
potentielle de ces sites sur l’intégralité des fonctions de cette protéine. 
 
1.4.  Le facteur général de transcription II H (TFIIH) 
TFIIH joue un rôle crucial dans la transcription et dans la réparation de l’ADN. Il 
est formé de deux domaines majeurs : le cœur (ou «core» en anglais) et la kinase cycline-
dépendante (CDK). Le cœur comprend six sous-unités : la protéine de complément de 
xeroderma pigmentosum groupe B (XPB), p62, p52, p44, p34 et p8/TTDA (protéine liée à 




et ménage à trois 1 (MAT1). La protéine de complément de xeroderma pigmentosum 
groupe D (XPD) fait le pont entre les deux domaines majeurs en interagissant avec p44 et 
MAT1. La protéine de complément de xeroderma pigmentosum groupe G (XPG) interagit 
fortement avec TFIIH. XPG est une 3’ endonucléase qui, lorsque liée à TFIIH, augmente la 
force d’interaction entre le domaine cœur et le domaine CDK contrôlant ainsi la formation 
complète du complexe (288). Puisque XPG participe dans la transcription et la réparation 
de l’ADN, cette endonucléase peut être considérée comme la onzième sous-unité de TFIIH 
(Figure 10) (289). (revue dans (290)) 
 
 
Figure 10: Le complexe TFIIH 
TFIIH est un complexe de dix/onze sous-unités formant un domaine cœur ou «core» (en rouge: 
XPB, p62, p52, p44, p34 et p8/TTDA) associé au domaine CAK (en bleu : Cdk7, Cyclin H et 
MAT1) par la sous-unité XPD (en vert). XPG (en orange), une 3’ endonucléase, est la onzième 
sous-unité. TFIIH possède quatre activités enzymatiques : une hélicase 3’ à 5’ ATP-dépendante de 
XPB, une hélicase 5’ à 3’ ATP-dépendante de XPD, une E3 ubiquitine ligase de p44 et une kinase 
de Cdk 7. Abréviations : kinase cycline-dépendante 7 (Cdk7), ménage à trois 1 (MAT1), protéine 
liée à la trichothiodystrophie A (TTDA), protéine de complément de xeroderma pigmentosum 
groupe B (XPB), protéine de complément de xeroderma pigmentosum groupe D (XPD) et protéine 





1.4.1. TFIIH dans la transcription 
La transcription par l’ARN polymérase II se fait à l’aide de multiples facteurs 
généraux de transcription. TFIIH et TFIIE sont les derniers facteurs généraux de 
transcription à se joindre au complexe de préinitiation (PIC). L’activation du PIC cause la 
formation du complexe ouvert où l’ADN double brin à proximité du site d’initiation est 
séparé. C’est l’interaction directe de TFIIEα avec TFIIH qui stimule l’activité ATPase et 
kinase de XPB et Cdk7 respectivement (226). L’activité ATPase est essentielle pour 
l’obtention du complexe ouvert et la promotion de la fusion des brins d’ADN (291). Après 
l’obtention du complexe ouvert, la transcription est initiée en fonction de l’état de la 
phosphorylation du CTD retrouvé chez la plus grosse sous-unité de la pol II (225). 
La transition entre l’initiation et l’élongation se fait aussi à l’aide de TFIIH (292) 
durant laquelle plusieurs interactions protéine-protéine et protéine-ADN sont brisées lors de 
la transition. Cette étape est aussi connue sous le nom de dégagement du promoteur 
(«promoter clearance» en anglais). L’implication de TFIIH dans l’élongation est encore peu 
comprise. Toutefois, il est connu que l’activité kinase de TFIIH corrèle avec l’activité de 
transcription (293) et que TFIIH est seulement éjecté du complexe entre +30 et +68 du site 
d’initiation (294) suggérant un rôle dans la transition entre l’initiation et l’élongation. 
TFIIH est donc un élément très influent de l’initiation à l’élongation de la transcription. 
(revue dans (290, 295, 296)) 
 
1.4.2. p62 et son domaine PH 
La sous-unité p62 est essentielle à la transcription puisque son absence bloque toute 
transcription où TFIIH est impliqué (297). p62 est une sous-unité ne possédant pas 
d’activité enzymatique, toutefois, elle participe à l’architecture et aux fonctions de TFIIH 
(297, 298). L’interaction entre TFIIE et TFIIH, qui stimule l’activité ATPase et kinase de 
XPB et Cdk7 respectivement (226), se fait par p62 (299) à l’aide de la région N-terminale 
de TFIIEα et la région N-terminale de p62 (293, 299). En l’absence de cette dernière, 
l’architecture de TFIIH est conservée et l’initiation de la transcription basale peut tout de 




TFIIH, mais qu’elle est impliquée dans des interactions protéine-protéine telles TFIIE-
TFIIH, il est suggéré que la région N-terminale remplirait le rôle de connecteur avec les 
différents activateurs de transcription lors de la transcription active. 
Le domaine N-terminal de p62 interagissant avec TFIIEα comprend les acides 
aminés 1 à 108, alors que chez son homologue Tfb1 provenant de la levure, ce sont les 
acides aminés 1 à 115. À l’aide d’une analyse structurale par RMN, le domaine formé des 
résidus 1 à 108 a été caractérisé et nommé domaine d’homologie à la pleckstrin (PH) pour 
sa très grande ressemblance avec un domaine observé pour la première fois chez la 
pleckstrin (300). Le domaine PH chez p62 est formé de sept brins β, les quatre premiers 
formant un feuillet β faisant face à un second feuillet β constitué des trois derniers brins, et 
couronné par une hélice α (Figure 11) (300). C’est le domaine PH de p62 qui interagit avec 
TFIIEα et qui interagit aussi avec le TAD2 de p53 en utilisant la même surface (301). De 
plus en plus de transactivateurs viraux comme VP16 (238) sont découverts en contact avec 
cette même surface du domaine PH de p62. EBNA-2 pourrait faire partie de ces 
transactivateurs viraux. 
 
Figure 11: Le domaine PH de p62 
Structure du domaine PH de p62 en solution à 25°C par RMN. Les brins β sont représentés en 
oranges, les hélices alpha en bleu et les résidus verts sont ceux conservés entre p62 et la pleckstrin. 





1.5. La protéine de liaison à CREB (CBP) et la protéine de liaison à 
E1A (p300) 
CBP et p300 sont des HATs homologues composés de 2442 et 2414 acides aminés 
respectivement. CBP a été initialement caractérisé comme étant un coactivateur de la 
protéine de liaison à l’élément de réponse de l’AMP cyclique (CREB), alors que p300 a été 
caractérisé comme étant une protéine interagissant avec la protéine E1A de l’adénovirus. 
Cependant, les fonctions de CBP et p300 peuvent être interchangeables. Par exemple, des 
facteurs de transcription comme CREB peuvent être coactivés par CBP ou par p300. De 
plus, la protéine E1A peut aussi interagir avec CBP. Les régions possédant la plus grande 
similitude entre CBP et p300 correspondent aux domaines fonctionnels connus : les trois 
régions riches en cystéines et histidines (CH1, CH2 et CH3), le domaine KIX, le 
bromodomaine, le domaine HAT et le domaine d’interaction avec SMAD (SID) (Figure 
12) (302). (revue dans (303)) 
 
 
Figure 12: Les domaines fonctionnels de CBP et p300.  
Diagramme des domaines fonctionnels de CBP et p300 (CH1, KIX, bromodomaine, CH2, CH3 et 




vers des partenaires d’interaction potentiels des domaines fonctionnels. Abréviations : acide aminé 
(aa), régions riches en cystéines et histidines (CH), domaine régulateur du cycle cellulaire (CRD1), 
histone acétyle-transférase (HAT) et domaine d’interaction avec SMAD (SID). Adapté de (303). 
 
1.5.1. L’activité acétyle-transférase de CBP/p300 
Une corrélation entre l’acétylation des queues N-terminal des histones et 
l’activation de la transcription a été observée (304, 305). Cette corrélation peut s’observer 
chez CBP/p300 qui est connue pour son activité HAT et qui est de plus en plus associée à 
l’activation de la transcription (306). En fait, CBP/p300 peut être considérée comme un 
coactivateur de la transcription influençant plusieurs mécanismes cellulaires : cycle 
cellulaire, différenciation cellulaire et apoptose (307). L’implication de CBP/p300 dans la 
transcription provient de l’activité HAT qui décondenserait la chromatine rendant les 
séquences promotrices accessibles aux facteurs de transcription augmentant ainsi la 
transcription des gènes (308). 
L’activité acétyle-transférase de CBP/p300 peut se moduler avec des facteurs de 
transcription influençant indirectement la transcription des gènes. Par exemple, CBP/p300 
interagit avec Zta, une protéine du cycle lytique du EBV, ce qui augmente l’activité 
transcriptionnelle de cette dernière et l’activité acétyle-transférase de CBP/p300 (309), 
alors que l’activité HAT de CBP/p300 subit une diminution par la protéine E1A de 
l’adénovirus (310). Ainsi, les différents facteurs de transcription peuvent dicter l’impact sur 
la transcription de CBP/p300. Les interactions de CBP/p300 avec les facteurs de 
transcription  se font principalement à l’aide des domaines CH1, CH3 et KIX.  
 
1.5.2. Le domaine KIX de CBP/p300 
Les domaines CH1, CH3 et KIX de CBP/p300 forment des interactions avec 
différents facteurs de transcription. Ces différents facteurs de transcriptions, comme c-Myb, 
c-Jun et STAT1α, sont nombreux à interagir avec le domaine KIX (311). En comparant ces 
potentiels partenaires d’interaction avec le domaine KIX de CBP/p300 par un alignement 




aléatoire, fait consensus chez les régions des facteurs de transcription susceptibles de 
former l’interaction (311). C’est ce motif ressemblant grandement au motif retrouvé chez le 
TAD d’EBNA-2, ΦXXΦΦ, qui permet de lier le domaine KIX structuralement formé par 
trois hélices α où deux d’entre elles sont parallèles (Figure 13) (312). 
Deux surfaces structuralement distinctes sur le domaine KIX peuvent se prêter à 
l’interaction. La première a été observée par l’intermédiaire du domaine d’activation 
inductible par kinase (KID) phosphorylé de CREB qui interagit avec la surface des deux 
hélices α parallèles (hélice 1 et hélice 3) de KIX à l’aide d’une phosphosérine et de 
plusieurs résidus hydrophobes (312, 313). c-Myb interagit avec CBP/p300 de la même 
manière que KID de CREB (314). La deuxième surface d’interaction du domaine KIX a été 
observée lorsque ce dernier est en complexe avec le facteur de transcription humain c-Jun 
(315). Puisqu’EBNA-2 possède un motif ΦXXΦΦ ressemblant à celui retrouvé chez les 
facteurs de transcription interagissant avec CBP/p300, il est possible que le TAD d’EBNA-
2 puisse interagir avec l’une des deux surfaces du domaine KIX de CBP/p300. 
 
Figure 13: Le domaine KIX de CBP/p300.  
Structure du domaine KIX de CBP/p300 en solution par RMN. Les hélices alphas sont numérotées 
α1, α2 et α3. Les extrémités sont annotées par N et C signifiant N-terminal et C-terminal 





1.6.  But du projet de recherche 
Plusieurs maladies causées par l’EBV, comme le BL, le NPC et le HL, proviennent 
des phases de latence du virus (Figure 2). Lors de l’infection primaire par l’EBV, EBNA-2 
est la première protéine virale exprimée par le virus et elle possède la capacité de contrôler 
l’expression de tous les gènes latents viraux. C’est l’expression des gènes latents viraux, tel 
LMP-1, et la surexpression de facteurs cellulaires, tels c-myc, induit par la transactivation 
d’EBNA-2 qui mène les lymphocytes B au travers des phases de latence jusqu'à 
l’immortalisation de la cellule hôte et à la persistance du virus. La transactivation d’EBNA-
2 se fait par le domaine TAD et des interactions entre ce dernier et des facteurs de 
transcription humains (voir section 1.2.5). TFIIH est l’un des facteurs de transcription qui 
interagit avec EBNA-2 par l’intermédiaire de sa sous-unité p62 (4). La sous-unité p62, à 
l’aide de son domaine PH, a pour rôle d’interagir avec des activateurs de transcription qui 
peuvent être des transactivateurs viraux (voir section 1.4.2) (2, 238).   
Le domaine PH de p62 a été observé et caractérisé structuralement par RMN en 
complexe avec les TADs de VP16 et p53 (2, 238). EBNA-2 a aussi été observé en 
interaction avec p62 in vivo (4). Étant donné l’importance d’EBNA-2 chez l’EBV et 
l’impact de ce virus dans la population, il est essentiel de connaître plus en détail le 
fonctionnement de cette protéine. Dans ce contexte, ce mémoire porte sur la caractérisation 
structurelle et fonctionnelle du complexe EBNA-2 avec Tfb1/p62 et contient cinq objectifs 
principaux : 
1) Localiser le site d’interaction d’EBNA-2 sur Tfb1/p62 
Les TADs de VP16 et de p53 ciblent la même région du domaine PH de p62. Plus 
précisément, ce sont les résidus situé sur les brins bêta β5, β6 et β7, formant l’un des deux 
feuillets bêta du domaine PH, qui sont impliqués dans l’interaction (2, 238). D’après la 
similarité de séquences des TADs entre EBNA-2, VP16 et p53 (Figure 8), il est fort 
probable qu’EBNA-2 interagisse avec la même région du domaine PH de Tfb1/p62 que 
VP16 et p53. 





La longueur du TAD d’EBNA-2 a été évaluée de nombreuses fois par la capacité de 
transformation des lymphocytes B et dans des essais de transactivation (169, 172). La 
région du TAD d’EBNA-2 suffisante pour interagir directement avec p62 n’a pas été 
déterminée et diffère probablement légèrement de celle nécessaire pour la transactivation in 
vivo. 
3) Caractériser structuralement le complexe formé par EBNA-2 et Tfb1/p62. 
Les TADs de VP16 et de p53 sont des IDD qui adoptent  une structure bien définie 
seulement lorsqu’ils se lient à leurs partenaires (2, 238). Le TAD d’EBNA-2 est 
probablement un IDD aussi (section 1.3.2). La RMN étant la technique la plus utilisée pour 
la caractérisation structurale de domaines fonctionnels très flexibles comme les IDDs, c’est 
cette technique qui a été choisie pour l’étude du complexe Tfb1/p62-EBNA2. 
4) Quantifier l’importance individuelle de chaque résidu dans la formation du 
complexe formé par EBNA-2 et Tfb1/p62. 
Pour corroborer les résultats obtenus par la RMN au troisième objectif, la force 
d’interaction du complexe, sous forme de constante de dissociation (Kd), est quantifiée par 
ITC. Les résidus qui vont être observés par RMN comme étant impliqués dans l’interaction 
seront mutés et la force d’interaction de ces nouvelles variantes sera mesurée par ITC. La 
diminution l’interaction chez une variante d’une des protéines est un signe de l’implication 
de ce résidu dans l’interaction. 
5) Caractériser fonctionnellement le complexe formé par EBNA-2 et Tfb1/p62 
en se basant sur son importance dans la transactivation d’EBNA-2 in vivo. 
De multiples essais de transactivation ont été réalisés sur le TAD d’EBNA-2 en 
employant divers DBD provenant, par exemple, de GAL4 (168, 282). Hélas, aucun de ces 
essais n’étudie en détail le motif ΦXXΦΦ. Un essai d’activation chez la levure employant 
le DBD de GAL4 et les différentes variantes du TAD utilisées à l’objectif 4 permet 
d’observer si les éléments structuraux identifiés au troisième objectif sont importants pour 





1.7.  Techniques utilisées 
Trois techniques ont principalement été utilisées pour réaliser les objectifs 
présentés : la RMN, l’ITC et l’essai d’activation de la transcription chez la levure. La RMN 
est employée pour répondre aux objectifs un à trois (section 1.6 1), 2) et 3)). En utilisant la 
RMN, nous pouvons déterminer le changement de l’environnement chimique des atomes 
observés et donc caractériser des interactions. De plus, la RMN permet d’obtenir des 
structures à haute résolution. L’ITC est utilisé pour l’objectif quatre (section 1.6 4)). À 
l’aide de l’ITC, les paramètres thermodynamiques et la force d’interaction, sous forme de 
constante de dissociation (Kd), peuvent être mesurés. Cette technique combinée à la 
mutagenèse permet d’évaluer l’importance des résidus impliqués dans l’interaction. Enfin, 
l’essai d’activation chez la levure est utilisé pour répondre à l’objectif cinq (section 1.6 5)). 
En employant les TADs modifiés de l’objectif quatre (section 1.6 4)), cet essai permet 
l’évaluation de la capacité de transactivation d’EBNA-2 en fonction des résidus impliqués 
dans l’interaction avec Tfb1/p62. 
 
1.7.1. La résonance magnétique nucléaire (RMN) 
La RMN et la cristallographie sont des techniques employées pour l’obtention de 
structures tridimensionnelles à haute résolution. La RMN possède l’avantage de pouvoir 
étudier les protéines en solution et ne nécessite donc pas d’étape de cristallisation. 
Cependant, elle est limitée par la taille de la macromolécule étudiée (< 60 kDa) dû au 
problème croissant de recouvrement des signaux, alors que la cristallographie ne souffre 
pas de limite de taille. Dans notre cas, le fait de pouvoir travailler en solution est primordial 
puisque les IDDs, comme le TAD d’EBNA-2, sont généralement extrêmement difficiles à 
cristalliser à cause de leur grande flexibilité. 
 
1.7.1.1. Spin nucléaire et résonance 
Le principe de la RMN repose sur la propriété des noyaux à avoir un moment 
magnétique nucléaire. Un noyau n’est observable par RMN que s’il a un spin non nul 




des interactions quadrupolaires qui provoquent des signaux RMN plus larges. En revanche, 
les noyaux ayant un spin I=½ sont détectables par la spectroscopie RMN et sont plus faciles 
à interpréter, car leur distribution de charge est sphérique. 
Le seul atome en forte abondance chez les protéines possédant un spin I=½ est 
l’hydrogène (1H). L’azote 14 (14N) et le carbone 12 (12C), deux des atomes formant le 
squelette des acides aminés, possèdent une abondance naturelle de 99.63 % et de 98.89 %, 
mais un spin de I=1 et I=0 respectivement. Toutefois, leurs isotopes, l’azote 15 (15N) et le 
carbone 13 (13C), de faible abondance naturelle possèdent un spin I=½. Ces deux isotopes 
peuvent être utilisés en RMN s’il y a enrichissement isotopique chez la protéine étudiée. 
Pour utiliser le principe de la RMN, nous avons besoin d’un champ magnétique, 
d’un émetteur de radiofréquence et d’un récepteur. Soumis à un champ magnétique 
puissant, un noyau possédant un spin I=½ peut prendre seulement deux orientations 
correspondant au nombre quantique m. Si m=+½, le spin est dans la même direction du 
champ magnétique et si m=-½, il est dans le sens inverse. Par résonance, l’émission de 
radiofréquence peut être absorbée par le spin qui va changer d’état énergitique. Après 
l’émission, il y a relaxation et retour à l’équilibre par une réémission de l’énergie absorbée 
qui est captée par le récepteur. La différence d’énergie émise est propre au noyau et à son 
environnement immédiat. Il est donc possible par RMN de distinguer deux noyaux de 
différentes compositions, ou bien encore deux noyaux identiques possédant un 
environnement différent. 
Le retour à l’équilibre de chaque noyau donne lieu à un signal appelé une FID, ou 
décroissance d’induction libre. Ce signal est ensuite converti en fréquence de résonance, 
mesurée en hertz (Hz). La fréquence en Hz des signaux RMN dépend du champ 
magnétique du spectromètre utilisé. Par exemple : un signal enregistré à 500 MHz ou à 800 
MHz ne sera pas équivalent en Hz. Afin d’uniformiser cela, les fréquences sont converties 
en partie par million (ppm), une unité qui n’est pas dépendante du champ magnétique. Dans 





1.7.1.2. Un côté pratique à la RMN de protéine 
Le terme « pulse » est employé en RMN pour mentionner l’application d’un champ 
magnétique de radiofréquence précise pendant un délai de temps prédéterminé. En utilisant 
une série de pulses, le phénomène de résonance peut être transféré d’un noyau à un autre. 
Certaines séquences de pulses permettent le transfert de résonance d’un noyau à un autre 
partageant une liaison chimique entre eux, ou encore un transfert de résonance entre deux 
noyaux à travers de l’espace.  
Une expérience très utile où le magnétisme est transféré par la liaison chimique est 
le 1H-15N HSQC (heteronuclear single quantum coherence) (Figure 14). Les signaux 
provenant de cette expérience sont originaires d’une paire d’atomes H-N. De manière 
générale, tous les acides aminés, excepté les prolines, possèdent un couple H-N sur leur 
chaine principale. Par exemple, le spectre 1H-15N HSQC d’un peptide de 23 acides aminés 
où 22 signaux sont observés (23 acides aminés - 2 prolines + 1 tryptophane = 22 signaux) 
(Figure 14). Ainsi, la mosaïque formée par les signaux d’un spectre 1H-15N HSQC donne 
des informations sur toute la chaîne principale du peptide. De plus, certains acides aminés 
tels que le tryptophane, l’arginine, la glutamine et l’asparagine, possèdent un couple H-N 
ou NH2 sur leurs chaînes latérales qui sont également visibles dans le spectre. Ils sont 
facilement identifiables, car ils ont généralement une localisation très spécifique dans le 
spectre. Par exemple, le signal à environ 10 ppm (1H) et 128 ppm (15N) correspond au 





Figure 14: Spectre 1H-15N HSQC de EBNA-2448-471 marqué au 15N 
Spectre 1H-15N HSQC d’un échantillon de 0.5 mM de EBNA-2448-471 marqué au 15N. L’abscisse est 
le déplacement chimique (δ) en proton (1H) et l’ordonnée est le déplacement chimique en azote 
(15N). Le peptide ne contient aucune arginine, glutamine ou asparagine. 
 
L’expérience 1H-15N HSQC atteint son plein potentiel lorsqu’elle est combinée à 
d’autres 1H-15N HSQC enregistrées dans différentes conditions. Le titrage HSQC, 
mentionné parfois sous la forme d’étude de perturbations de déplacements chimiques, est la 
collecte de plusieurs spectres 1H-15N HSQC d’une protéine marquée à laquelle on ajoute 
une quantité croissante d’une protéine non-marquée. Dans le cas où les deux protéines sont 
des partenaires d’interaction, l’environnement chimique de la protéine marquée est modifié, 
ce qui se traduit par un déplacement chimique des signaux dans le spectre. Le titrage est 
mené à la saturation, qui est observée lorsqu’il n’y a plus de changement dans le 




signaux ayant subi les plus grands déplacements chimiques, lors du titrage, représentent les 
résidus les plus impliqués dans l’interaction. Si nous savons quel signal correspond à quel 
résidu, nous pouvons, à l’aide du titrage HSQC, savoir quels sont les résidus impliqués 
dans une interaction protéine-protéine. Pour cela, il est nécessaire de faire ce que l'on 
appelle «l'attribution» du spectre. 
 
Les expériences d’attribution correspondent à une série de spectres 
multidimensionnels permettant de relier les signaux aux atomes et aux résidus qu’ils 
représentent. L'une des expériences communément utilisée est la 3D HNCACB. Cette 
expérience est un spectre à trois dimensions : 1H, 15N et 13C. Le magnétisme est transféré du 
groupement amide H-N au Cα et Cβ des résidus i et i-1. Ainsi, pour chaque groupement 
NH, qui correspondent à ceux observés que sur l'expérience 1H-15N HSQC, on observe 
généralement quatre signaux : deux Cα et deux Cβ. Le déplacement chimique des Cα et Cβ 
est caractéristique pour certains acides aminés. Par exemple, la glycine est le seul acide 
aminé ne possédant pas de Cβ et dont le Cα soit détecté aux alentours de 45 ppm (entre 50 
et 70 ppm pour les autres résidus). Sachant que l'on peut observer des signaux provenant du 
résidu i et du résidu i-1, il est possible d'associer les résidus entre eux et de les repositionner 
dans la séquence protéique, ce qui est d'autant plus aisé puisque l’on connaît généralement 
déjà la séquence primaire de la protéine à attribuer.  
 Pour l’obtention d’une structure à haute résolution d’une protéine, deux 
expériences sont essentielles : le 15N et le 13C NOESY (Nuclear Overhauser effect 
spectroscopy). Ces deux expériences sont généralement enregistrées en 3 dimensions et 
utilisent l’effet NOE (Nuclear Overhauser effect) qui est le transfert du magnétisme à 
travers l’espace. Le 15N NOESY et 13C NOESY possèdent deux dimensions HSQC H-N et 
H-C, respectivement, et une troisième dimension en 1H, dans laquelle tous les protons 
situés à moins de 5 Å du couple H-N ou H-C sont détectés. Cette distance correspond à la 
limite de l'effet NOE. L’intensité du signal corrèle avec la proximité des deux protons, et 




obtenues par les expériences NOESYs, qui vont être utilisées pour le calcul de structure à 
haute résolution. 
1.7.2. Le titrage calorimétrique isotherme (ITC) 
L’ITC est l’une des techniques les plus utilisées pour mesurer la force d’interaction 
d’un complexe. Cette technique permet d’observer les transferts d’énergie thermique 
associés à la formation d’un complexe protéique et de déterminer les paramètres 
thermodynamiques de ce dernier. Une expérience d’ITC se déroule in vitro dans des 
conditions (solution tampon, température, etc.) très similaires à celles utilisées lors des 
expériences de RMN. En fait, le même matériel protéique peut être utilisé pour ces deux 
techniques. Cette particularité permet d’étudier rapidement un complexe protéique à l’aide 
de la RMN et des transferts d’énergie observés à l’aide de l’ITC. 
Lors de l’interaction entre deux macromolécules, de l’énergie est gagnée ou perdue 
par stabilisation, déshydratation, etc. Ce transfert d’énergie peut généralement être observé 
sous forme de chaleur en utilisant un microcalorimètre, un instrument extrêmement sensible 
à ces «microchangements». Son fonctionnement se base sur deux cuves dites cellules : 
l’une pour l’échantillon et l’autre comme référence. Lors d’une expérience d’ITC, le titrage 
se déroule dans la cellule de l’échantillon. Une quantité précise et connue de titrant 
(généralement le ligand) est injectée dans la cellule de l’échantillon contenant le titré 
(généralement la macromolécule). Chaque injection de titrant provoque, s’il y a interaction 
protéique, un dégagement ou une absorption d’énergie (à l’exception du cas spécial 
d’absence de changement d’énergie) sous forme de chaleur. Le rôle de l’instrument est de 
s’assurer que les deux cellules soient toujours à la même température et va donc compenser 
les changements de température à l’aide d’un élément chauffant par électricité. Le courant 
appliqué est utilisé pour quantifier l’énergie dégagée ou absorbée par la formation du 
complexe. 
L’expérience d’ITC est généralement illustrée à l’aide d’un thermogramme 
montrant l’énergie thermique mesurée par l’instrument par rapport au temps et son 
intégration par rapport au ratio molaire entre le titrant et le titré (Figure 15). L’intégration 




mathématique d’interaction à un ou deux sites de liaison. À partir de cette courbe, plusieurs 
paramètres thermodynamiques comme le Kd, l’enthalpie (ΔH) et l’entropie (ΔS) peuvent 
être extraits. 
 
Figure 15: Thermogramme d’une expérience d’ITC (réaction exothermique)  
Thermogramme provenant d’un titrage de 35 injections de 8 μL de titrant et espacées de 240 
secondes. La pente au point d’inflexion est représentée par une droite rouge et permet de déduire la 
constante d’association du complexe (1/Kd). Abréviations : constante de dissociation (Kd), nombre 
de sites (N) et l’enthalpie (ΔH).  
 
1.7.3. Essai d’activation de la transcription chez la levure 
Plusieurs essais de transactivation ont déjà été réalisés sur le TAD d’EBNA-2 (168, 
282). Cependant, aucun de ces essais n’étudie précisément le motif ΦXXΦΦ. Suggéré par 
l’absence d’activité du TAD d’EBNA-2 chez sa variante W458T (4, 206-208), le motif 
ΦXXΦΦ est probablement l’élément du TAD d’EBNA-2 responsable des multiples 
interactions directes avec les facteurs de transcription comme p62. Il est donc essentiel 




d’activation chez la levure permettra d’étudier son activité du TAD d’EBNA-2 in vivo en 
relation avec l’analyse structurale. 
L’essai se fait chez la levure S. cerevisiae déficiente pour sa propre production 
d’uracile (U) et d’histidine (H). La levure est transformée à l’aide d’un transporteur d’ADN 
et d’un choc thermique. Deux plasmides sont insérés dans la cellule (Figure 16). Le 
premier est nommé pSH18-34 et contient un gène nécessaire à la production d’uracile. Il 
contient aussi huit copies de l’opérateur de lexA (LexAop) et le promoteur Gal1, suivis du 
gène lacZ. Le second plasmide est nommé pEG202SV40NLS-AB426 et contient le gène 
nécessaire pour produire l’histidine. Il contient aussi le DBD de lexA suivi du NLS de la 
protéine SV40 et du site de clonage multiple (MCS) où le TAD d’EBNA-2 est cloné. 
Lorsque la levure est transformée par ces deux plasmides, elle est transférée dans le milieu 
de sélection caractérisé par une absence d’uracile et d’histidine (-UH). 
La protéine de fusion composée du DBD de lexA, du NLS de SV40 et le TAD 
d’EBNA-2 forme un activateur de transcription qui est exprimé à partir du plasmide 
pEG202SV40NLS-AB426. Le NLS guidera l’activateur de transcription vers l’intérieur du 
noyau, le DBD de lexA liera le site LexAop situé sur le plasmide pSH18-34 et, si le TAD 
d’EBNA-2 est fonctionnel, le TAD recrutera les facteurs de transcription, comme Tfb1/p62, 
nécessaire pour l’activation. Le gène activé sera celui de LacZ qui code pour la β-
galactosidase. La β-galactosidase joue le rôle de rapporteur pour déterminer l’efficacité de 
la transactivation. Son activité est évaluée en utilisant le substrat chlorophenol red-β-D-
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2. Article - Caractérisation structurale et fonctionnelle 
d’un complexe entre le domaine de transactivation 
d’EBNA2 et la sous-unité Tfb1/p62 de TFIIH. 
 
2.1. Mise en contexte de l’article 
En 1991, un domaine essentiel à la transformation des lymphocytes B a été défini 
comme un domaine d’activation de la transcription (172). En 1993, la comparaison des 
deux types d’EBV révèle que la différence dans leurs capacités de transformation se 
retrouve en partie dans le TAD d’EBNA-2 (168). De 1995 à 2000, plusieurs études révèlent 
les multiples partenaires d’interaction d’EBNA-2 (4, 206-208). L’un des partenaires est la 
sous-unité p62 de TFIIH (4). Dans la même étude, il a été montré que le Trp458 est 
essentiel à l’interaction avec p62 et à la transactivation du TAD d’EBNA-2 (4). En 
parallèle, plusieurs activateurs de transcription, comme p53 et VP16, ont été observés en 
interaction avec p62 (1, 316, 317). En 2004, la structure par RMN du domaine N-terminal 
de p62, maintenant connu sous le nom de domaine PH, montre des similitudes avec la 
pleckstrin et suggère que son rôle serait celui d’interagir avec les différents activateurs de 
transcription (300). En 2005 et 2006, les structures des TADs de VP16 et p53 en complexe 
avec le domaine PH de Tfb1/p62 ont été déterminées par RMN (2, 238). 
Notre laboratoire a développé une expertise sur la sous-unité Tfb1/p62 de TFIIH 
depuis la caractérisation structurale du domaine PH de Tfb1 et des complexes VP16-
Tfb1PH/p62PH et p53-Tfb1PH/p62PH (2, 238). D’après notre alignement de séquence 
(Figure 8), le TAD d’EBNA-2 est très similaire aux TADs de p53 et VP16. Cette 
similitude montre qu’EBNA-2 possède un TAD acide susceptible d’utiliser les mêmes 
accès sur Tfb1/p62 que p53 et VP16. Or, à la différence de ces derniers, le TAD d’EBNA-2 
est moins connu car peu d’études lui ont été consacré. Le Trp458 est le seul résidu connu 




EBNA-2 et qu’il soit utilisé chez plusieurs autres partenaires d’interaction de Tfb1/p62 (2, 
5, 238). 
L’article qui suit lève le voile sur l'interaction entre EBNA-2 et Tfb1/p62. Il 
présente l’importance du motif ΦXXΦΦ dans l’interaction avec Tfb1/p62, démontre son 
importance in vivo chez la transactivation du TAD d’EBNA-2 et montre son implication 
dans l’interaction avec CBP/p300. 
 
2.2. Contribution des auteurs 
Philippe R. Chabot a produit et purifié les peptides utilisés à l’exception du 
domaine KIX. Il a généré les mutants d’EBNA2 pour les expériences ITC et l’essai 
d’activation de la transcription chez la levure. Il a réalisé les expériences ITC sous les 
recommandations de Mathieu Lussier-Price et les essais d’activation de la transcription 
chez la levure avec l’aide de Geneviève Arsenault. Il a fait l’attribution des spectres RMN 
en équipe avec Mathieu Lussier-Price et la résolution de la structure avec le Dr. Luca 
Raiola et le Dr. James G. Omichinski. Pour finir, il a rédigé l’article avec le Dr. James G. 
Omichinksi. 
Dr. Luca Raiola a collecté les spectres RMN, a participé à la résolution de structure 
et à sa validation.  
Mathieu Lussier-Price a participé à l'attribution des signaux RMN, m’a secondé 
pour la cartographie de l’interaction sur Tfb1PH et m'a conseillé lors des expériences 
d'ITC. 
Thomas Morse a produit et purifié KIX et m'a secondé dans l’analyse statistique de 
la structure. 
Geneviève Arsenault a produit plusieurs des constructions et a participé aux essais 
in vivo chez la levure. 
Dr. Jacques Archambault a conseillé et vérifié le déroulement du projet ainsi que 
révisé l'article. 
Dr. James G. Omichinski a dirigé le projet, participé à la résolution de structure et 
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Infection with the Epstein-Barr virus (EBV) can lead to a number of human diseases 
including Hodgkin’s and Burkitt’s lymphomas. The development of these EBV-linked 
diseases is associated with the presence of nine viral latent proteins, including the nuclear 
antigen 2 (EBNA2). The EBNA2 protein plays a crucial role in EBV infection through its 
ability to activate transcription of both host and viral genes. As part of this function, 
EBNA2 associates with several host transcriptional regulatory proteins, including the 
Tfb1/p62 (yeast/human) subunit of the general transcription factor IIH (TFIIH) and the 
histone acetyltransferase CBP(CREBS-binding protein)/p300, through interactions with its 
C-terminal transactivation domain (TAD). In this manuscript, we examine the interaction of 
the acidic TAD of EBNA2 (residues 431-487) with the Tfb1/p62 subunit of TFIIH and 
CBP/p300 using nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, isothermal titration 
calorimeter (ITC) and transactivation studies in yeast. NMR studies show that the TAD of 
EBNA2 binds to the Pleckstrin Homology (PH) domain of Tfb1 (Tfb1PH) and that residues 
448-471 (EBNA2448-471) are necessary and sufficient for this interaction. NMR structural 
characterization of a Tfb1PH-EBNA2448-471 complex demonstrates that the intrinsically 
disordered TAD of EBNA2 forms a 9-residue α-helix in complex with Tfb1PH. Within this 
helix, three hydrophobic amino acids (Trp458, Ile461 and Phe462) make a series of 
important interactions with Tfb1PH and their importance is validated in ITC and 
transactivation studies using variants of EBNA2. In addition, NMR studies indicate that the 
same region of EBNA2 is also required for binding to the KIX domain of CBP/p300. This 
study provides an atomic level description of interactions involving the TAD of EBNA2 
with target host proteins.  In addition, comparison of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex 
with structures of the TAD of p53 and VP16 bound to Tfb1PH highlights the versatility of 
intrinsically disordered acidic TADs in recognizing common target host proteins. 
 
2.3.2. AUTHOR SUMMARY 
Infection with the Epstein-Barr virus (EBV) is linked to a number of human 




role in EBV-linked diseases. EBNA2 activates expression of both viral and host gene in 
part through interaction between its C-terminal acidic transactivation domain (TAD) 
interacts and a number of host transcriptional regulatory proteins including the general 
transcription factor IIH (TFIIH) and the histone acetyltransferase CBP/p300. In this 
manuscript, we demonstrate that the TAD of EBNA2 binds to the Pleckstrin Homology 
(PH) domain from the Tfb1/p62 subunit of TFIIH and determine a three-dimensional 
structure of a complex between EBNA2 and Tfb1/p62. The structure shows that three 
hydrophobic of the TAD of EBNA2 made crucial interactions at the complex interface and 
these same residues also play an important role in the binding to CBP/p300. Comparison of 
the structure of the EBNA2-Tfb1 complex with complexes containing acidic TADs from 
other proteins (p53 and VP16) bound to the same Tfb1/p62 target highlights the inherent 
versatility of these intrinsically disordered domains and how minor variations in positioning 




The Epstein-Barr virus (EBV) is a double-stranded DNA-based virus that infects 
more than 90% of the world’s adult population [1]. The high level of infectivity is due to 
the fact that the EBV can be easily transmitted through the exchange of saliva from an 
infected individual [2]. Once transmitted, the EBV infects epithelial cells and, in particular, 
B cells [3]. Upon primary infection of B cells, the EBV activates gene expression of 
proliferative elements in its latency phase [4]. During the latency phase, the host cells are 
slowly transformed to the point of immortalization, and this helps insure the persistence of 
the virus [5]. It is in this latency phase that most of the EBV-related diseases, including 
Hodgkin’s lymphomas [6,7], Burkitt’s lymphomas [8,9], nasopharyngeal carcinomas 
[10,11] and post-transplant lymphoproliferative disorders [12,13] are manifested.  
Most of the EBV associated diseases are characterized by the presence of at least 
one of the nine viral latent proteins (review in [14]). These nine proteins include six nuclear 




three latent membrane proteins (LMP), LMP1, LMP2A and LMP2B. Following primary 
infection with the EBV, all nine latent proteins are expressed in B-cells and this can lead to 
cellular immortalization [15-19]. The pathway to B-cell immortalization depends on a 
precise interplay between the EBV latent proteins and a number of different host factors 
[15]. In particular, it is known that EBNA2, EBNA3C and LMP1 are key elements for B-
cells immortalization [16-18] and that EBNA2 plays an important role in regulating 
expression of the other two proteins [20-23].  
EBNA2 is thus an essential latent protein required for B lymphocyte 
immortalization [16,24] and its transforming capacity is directly linked to its ability to 
activate expression of both viral and host genes (5-9). Although EBNA2 does not contain a 
DNA-binding domain (DBD), it activates gene expression through a series of protein-
protein interactions with host transcriptional regulatory proteins [25]. In order to activate 
transcription, EBNA2 must first bind to either the host CBF1/RBP-Jκ, or PU.1 proteins 
through interactions with its RBP-Jκ-binding domain (RBP-J) [26-29].  Once bound to 
either the CBF1/RBP-Jκ or PU.1 proteins, EBNA2 targets consensus sites in viral and host 
genes promoters using the DNA-binding domain of these host proteins [30-32]. In addition 
to forming protein-protein interactions with its RBP-J-binding domain, EBNA2 associates 
with a number of host transcriptional regulatory proteins, including general transcription 
factors (TFs), histone acetyl transferases (HATs) and chromatin remodelling complexes 
through interactions involving its C-terminal acidic transactivation domain (TAD; [33-35]). 
It has been previously shown that the TAD of EBNA2 is between residues 431 and 
487 at the extreme C-terminus of the protein [36]. This region of EBNA2 contains a 
number of acidic amino acids (Asp and Glu) as well as several hydrophobic/aromatic 
residues [37]. The amino acid composition of the TAD from EBNA2 is similar to a number 
of human and viral TADs, including the human tumor suppressor protein p53 (p53) and the 
Herpes Simplex viral protein 16 (VP16). Not surprisingly, the TAD of EBNA2 targets 
similar factors as other acidic TADs from viral and mammalian proteins, including the 
general transcription factor IIB (TFIIB; [35]), the p62/Tfb1 (human/yeast) subunit of the 




40 (TAF40; [35]) and the histone acetyltransfereases (HAT) CBP (CREB-binding 
protein)/p300 [38]. These interactions involve the acidic TAD since mutating Trp458 to 
Thr (W458T mutant) within the TAD of EBNA2 disrupts its binding to TFIIB, TFIIH, 
TAF40 and CBP/p300 resulting in reduced transactivation activity [33,35,38].  
 Despite the essential role that interactions of the TAD of EBNA2 with host target 
proteins play in EBV infectivity, there are currently no detailed structural studies describing 
such interactions. In this manuscript, we structurally characterize the interaction of the 
acidic TAD of EBNA2 with the p62/Tfb1 subunit of TFIIH using nuclear magnetic 
resonance (NMR) spectroscopy. NMR chemical shift perturbation studies are used to define 
the minimal region from intrinsically disordered TAD of EBNA2 required for binding to 
the Pleckstrin Homology (PH) domain located at the N-terminal of Tfb1 (Tfb1PH). NMR 
structure determination reveals formation of an α-helix within the TAD of EBNA2, and 
show that three hydrophobic residues within this helix make key interactions at the 
interface with Tfb1PH. Isothermal titration calorimetry (ITC) studies and transactivation 
studies in yeast using variants of EBNA2 support the importance of these three 
hydrophobic residues for both the binding to Tfb1PH as well as the in vivo transactivation 
activity with the TAD of EBNA2. In addition, NMR chemical shift perturbation studies 
indicate that similar residues of EBNA2 are required for binding to the KIX domain of 
CBP/p300 (CBP KIX). This study provides the first atomic level description of interactions 
involving the TAD of EBNA2 with target host proteins. In addition, comparison of the 
Tfb1PH-EBNA2448-471 complex with structures of the TAD of p53 and VP16 bound to 
Tfb1PH highlights the versatility of intrinsically disordered acidic TADs in recognizing 







2.3.4.1. The TAD of EBNA2 binds to TFIIH by contacting the PH 
domain of the Tfb1/p62 subunit. 
It has been previously shown that EBNA2 interacts with the Tfb1/p62 subunit of 
TFIIH and that the interaction, in vivo, requires Trp458 within the TAD of EBNA2 [33]. In 
addition, we have previously shown that that the acidic TADs of p53 and VP16 bind to the 
PH domain of the Tfb1/p62 subunit of TFIIH [39-41]. To determine if the PH domain of 
Tfb1 (Tfb1PH; residues 1-115 of Tfb1) interacts with the TAD of EBNA2 (EBNA2431-487; 
residues 431-487 of EBNA2) in a similar manner the TADs of VP16 and p53, we 
performed NMR chemical shift perturbation studies. In the initial experiments, incremental 
additions of unlabeled EBNA2430-487 to 15N-labeled Tfb1PH cause significant changes in 
both the 1H and 15N chemical shifts for several signals of Tfb1PH in the 1H-15N HSQC 
spectrum (Figure 1A and Supplementary Figure S1A). When mapped onto the three-
dimensional structure of Tfb1PH, the residues exhibiting significant chemical shift changes 
are located within the β5, β6 and β7 strands (Supplementary Figure S1B), and these 
changes are very similar to those observed when the TADs of p53 and VP16 bind to 
Tfb1PH [40,41]. In the second set of experiments, incremental additions of unlabeled 
Tfb1PH to 15N-labeled EBNA2430-487 (Figure 1B) cause significant changes in both the 1H 
and 15N chemical shifts for several signals of EBNA2430-487 in the 1H-15N HSQC spectrum. 
In both sets of NMR experiments (Figure 1A and 1B), the chemical shift changes support 
the formation of an Tfb1PH-EBNA2430-487 complex in intermediate to fast exchange on the 
NMR time scale. In addition, the experiments with the 15N-labeled EBNA2430-487 indicate 
that the TAD of EBNA2 is intrinsically disordered in the unbound state and that only 15-20 
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2.3.4.2. EBNA2448-471 is sufficient for binding to Tfb1PH 
In an attempt to identify the minimal region of the EBNA2 TAD required for 
binding to Tfb1PH, a protein fragment comprised of residues 448-471 of EBNA2 
(EBNA2448-471) was purified and analyzed for binding to Tfb1PH. This region of EBNA2 
was selected based on the fact that Trp458 is required for binding to TFIIH in vivo [33]. To 
determine if Tfb1PH interacts with EBNA2448-471 in a similar manner as EBNA2430-487, 
NMR chemical shift perturbation studies were performed by incremental addition of 
unlabeled EBNA2448-471 to 15N-labeled Tfb1PH. Virtually identical changes are observed in 
both the 1H and 15N chemical shifts of Tfb1PH in the 1H-15N HSQC spectrum when 
compared to the changes induced by EBNA2430-487  (Figure 1 C-D and Supplementary 
Figure S1 C-D). These results demonstrate that EBNA2448-471 is sufficient for binding to 
Tfb1PH and support previous data demonstrating that the region including Trp458 is 
required for binding to TFIIH in vivo [33]. 
 
2.3.4.3. EBNA2448-471 forms an α helix upon interaction with 
Tfb1PH. 
Although the TAD of EBNA2 has been reported to interact with a number of 
transcriptional regulators [33-35,38], there are currently no detailed structural studies 
characterizing the EBNA2 TAD in complex with one of its targets. Given that residues 
448-471 of EBNA2 are sufficient for binding to Tfb1PH, we determined the three 
dimensional structure of a Tfb1PH-EBNA2448-471 complex by heteronuclear NMR. The 20 
lowest energy structures of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex (Figure 2A) are well 
defined by the NMR data (Table 1). In addition, they are characterized by good backbone 
geometry, no significant restraint violations and low pairwise r.m.s.d. (root mean square 
deviation) values (Table 1). In complex with EBNA2448-471, the Tfb1PH structure (Figure 
2B) is similar to its unbound form, which consists of a PH-domain fold containing a seven-
stranded β sandwich (β1-β7) followed by a single α helix (H1; [39]). In complex with 








Fig. 2. NMR structure of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex. 
(A) Overlay of the backbone trace of the 20 lowest-energy structures of the complex between 
Tfb1PH (in blue) and EBNA2448-471 (in orange). The structures were superimposed using the 
backbone atoms C', Cα and N of residues 4-63 and 86-112 of Tfb1PH and residues 454-464 of 
EBNA2448-471. (B) Ribbon model for the lowest-energy structure of the Tfb1PH-EBNA2448-471 
complex. 
 
2.3.4.4. The ΦXXΦΦ motif of EBNA2448-471 contributes key 
interactions with Tfb1PH. 
 In the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex, EBNA2 binds to two shallow pockets on 
the surface of Tfb1PH, with three hydrophobic residues (Trp458, Ile461 and Phe462) on 
one face of the EBNA2 α-helix making important contributions to the binding interface 
(Figure 3A-B). The three hydrophobic residues are part of a ΦXXΦΦ motif (where Φ is 
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2.3.4.5. Lys57 and Arg61 of Tfb1PH are crucial for binding to the 
TAD of EBNA2. 
In order to assess the relative contributions of select residues of Tfb1PH in binding 
EBNA2, ITC studies were performed to determine the dissociation constants (KD) between 
EBNA2448-471 and five variants of Tfb1PH : Tfb1PH (Q49A), Tfb1PH (K57A), Tfb1PH 
(M59A), Tfb1PH (R61E) and Tfb1PH (M88A) [Figure 5]. The altered residues in these 
five Tfb1PH variants are all located on the surface of Tfb1PH that contacts EBNA2, and 
intermolecular NOEs are observed between these five residues of Tfb1PH and EBNA2. 
The five variant proteins all fold in a similar manner as Tfb1PH and have been previously 
shown to bind with reduced affinity (greater than 10-fold) to the TAD of p53 compared to 
the wild-type Tfb1PH [40]. In agreement with what has been observed for the TAD of p53 
[40], there is no binding to the TAD of EBNA2 with either the R61E or the K57E variants 
under our assay conditions (Figure 5B) suggesting that the affinity is at least two orders of 
magnitude weaker than in comparison with the wild-type Tfb1PH (KD = 0.54 ± 0.15 μM). 
In contrast to what was observed for the TAD of p53, the M59A (KD = 0.34 ± 0.28 μM) 
variant binds the TAD of EBNA2 with similar affinity, whereas the M88A (KD = 1.2 ± 0.1 
μM) and the Q49A (KD = 3.5 ± 1.7 μM) variants bind the TAD of EBNA2 with only a 2-
fold and 6-fold respective drop in affinity relative to wild-type Tfb1PH. Taken together, 
these results show that although the TAD of EBNA2 binds to the same region of Tfb1PH as 
the TAD of p53, there are differences in how these two disordered TADs recognize a 
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studies showing that this residue is essential for binding to TFIIH in vivo [33]. To assess the 
relative importance of these three residues of EBNA2 for binding to Tfb1PH, ITC 
experiments were performed to measure the relative KD’s of three EBNA2448-471 variants 
(W458T, I461S and F462S) for Tfb1PH (Figure 5). As expected, all three EBNA2448-471 
variants displayed significantly weaker affinity for Tfb1PH (Figure 5C).  No interaction 
with either the W458T or F462S variant is detected by ITC, whereas the binding to the 
I461S variant is 8-fold weaker than to wild-type EBNA2448-471. These ITC results are 
consistent with both the in vivo data on the interaction of EBNA2 with TFIIH and the NMR 
structure of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex, and confirm that the two aromatic residues 
from the ΦXXΦΦ motif in the TAD of EBNA2 are particularly crucial for the interaction 
with Tfb1PH.  
EBNA2 plays an important role in the transactivation of EBV latent genes, and it 
has been previously shown that Trp458 within the ΦXXΦΦ motif is crucial for this 
transactivation activity [33]. To assess the relative importance of Trp458, Ile461 and F462 
in transactivation by EBNA2, an in vivo transactivation assay was performed in a yeast 
model system (Figure 6; [42]). For this assay, EBNA2431-487 and three related variants 
(Trp458T, I462S and F462S) were fused to the DNA-binding domain (DBD) of LexA and 
their activity for a lacZ reporter gene was measured relative to a positive control (LexA-
DBD-Gal474-881; residues 74-881 of Gal4 fused to the LexA DBD). In this yeast assay, the 
LexA-DBD-EBNA2431-487 fusion protein activates transcription at 93 ± 17 % of the positive 
control, whereas the W458T variant of EBNA2431-487 fused to the LexA-DBD activates at 
only 20 ± 5 %. In addition, both the I461S (23 ± 5 %) and F462S (7 ± 2 %) variants of 
EBNA2431-487 fused to the LexA-DBD display drops in activity similar to the W458T 
variant under these assay conditions. Consistent with the structure of the Tfb1PH-
EBNA2448-471 complex and the ITC experiments, the three hydrophobic residues within the 
ΦXXΦΦ motif are crucial for the ability of the TAD of EBNA2 to activate transcription in 




















































T, I461 and 
ac-Z fusion 










































ed as the 
e LexA-































































A2 and are 































 to those se



















e TAD of p











 motif of EB
e binding i
8-471. 


















(A) Overlay of the 1H-15N HSQC spectra for a 0.5 mM sample of 15N-labeled EBNA2448-471 in the 
absence (black) or presence (red) of 0.5 mM unlabeled Tfb1PH. (B) Overlay of the 1H-15N HSQC 
spectra for a 0.5 mM sample of 15N-labeled EBNA2448-471 in the absence (black) or presence (red) of 
0.5 mM unlabeled CBP KIX. 
 
2.3.5. DISCUSSION 
EBNA2 activates expression of both viral and host genes in part through the ability 
of its acidic TAD to participate in a series of protein-protein interactions with several host 
transcriptional regulatory proteins, including the Tfb1/p62 subunit of TFIIH and CBP/p300 
[15,33,35,38]. In this manuscript, we have structurally characterized the interactions of the 
TAD of EBNA2 with these two host target proteins. NMR chemical shift perturbation 
studies demonstrate that the TAD of EBNA2 binds to the PH domain of Tfb1 (Tfb1PH), 
and that residues 448-471 of EBNA2 (EBNA2448-471) are both required and sufficient for 
the interaction. Structural determination of a Tfb1PH-EBNA2448-471 complex indicates that 
EBNA2448-471 transitions from an intrinsically disordered state to a 9-residue α helix 
between Asp455 and Glu463 upon binding to Tfb1PH. Within this 9-residue helix of 
EBNA2448-471, three hydrophobic amino acids (Trp458, Ile461 and Phe462) that form a 
ΦXXΦΦ motif make a series of crucial interactions at the interface with Tfb1PH. In 
addition, there are two potential electrostatic interactions at the interface of the complex 
involving acidic residues from EBNA2 and basic residues of Tfb1PH. Mutational studies of 
the three key hydrophobic residues from the ΦXXΦΦ motif indicate that they are all crucial 
for transactivation in a yeast model system. In addition, NMR chemical shift perturbation 
studies strongly suggest that the same residues of EBNA2 involved in binding Tfb1PH are 
also required for binding to the KIX domain of CBP.  
Previous in vivo studies have shown that EBNA2 is essential for immortalization of 
B-cell following EBV infection and that viruses expressing a W458T variant of EBNA2 
lose the ability to transform host cells [45]. Unlike the wild-type protein, the W458T 
EBNA2 variant fails to interact with a number of transcriptional regulatory factors 




decreased infectivity associated with the mutant viruses. In agreement, with these studies, 
our experiments demonstrate that Trp458 is the first hydrophobic residue of a ΦXXΦΦ 
motif that is essential for binding to both Tfb1PH and CBP KIX.  The NMR structure of the 
Tfb1PH-EBNA2448-471 complex shows that Trp458 plays a key role at the interface with 
Tfb1PH, and this is supported by a loss of binding in ITC studies and diminished 
transactivation activity in yeast with the W458T variant. In addition, the structural 
characterization of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex reveals that Phe462 maybe more 
crucial than Trp458, as it appears to dictate the location of the ΦXXΦΦ motif on the 
surface to Tfb1PH through formation of a critical cation-π interaction with Arg61 of 
Tfb1PH. The importance of Phe462 is supported by ITC and yeast activation studies with 
the F462S variant of EBNA2 as well as ITC studies with the R61A variant of Tfb1PH. 
Therefore, it is likely that Phe462 is also a key residue in EBNA2 function.  
Like EBNA2, several other transcription factors containing acidic TADs have been 
shown to bind to the Tfb1/p62 subunit of TFIIH, and this interaction is crucial to their 
ability to activate expression of target genes [33,46-49]. Previously, we have shown that 
both p53 and VP16 also bind to TFIIH through interactions between the PH domain of 
Tfb1/p62 and a small region within their acidic TAD [40,41]. Like the TAD of EBNA2, the 
intrinsically disordered TADs of p53 and VP16 both form 9-residue α helices upon binding 
Tfb1PH that contains an important ΦXXΦΦ motif (Supplementary Figure S2). For all 
three TADs, a Phe residue is located at the third hydrophobic position of the motif, and the 
residue likely functions as the anchoring point for the helix on Tfb1PH. This is consistent 
with previous studies showing that substituting for Phe residues within several acidic TADs 
dramatically reduces their ability to activate transcription [40,50,51].   
Although the structure of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex shares similarities 
with the structures of the TADs of p53 and VP16 bound to Tfb1PH, the 
composition/arrangement of the first and second hydrophobic residue within the ΦXXΦΦ 
motifs differs in all three cases. These two hydrophobic residues appear to help establish 
the location of key acidic residues in the TAD so that they are in position to form ionic 




ionic interactions involving acidic residues from the TADs, but the interactions with the 
TAD of EBNA2 are slightly different than those seen with p53 and VP16. In all three cases, 
an acidic residue located at the second position of the ΦXXΦΦ motif forms an ionic 
interaction with Arg61 of Tfb1PH. For both p53 and VP16, this residue is a Glu whereas 
for EBNA2 this residue is an Asp. For the second ionic interaction, the first residue after 
the ΦXXΦΦ motif in EBNA2 (Glu463) interacts with Arg86 from Tfb1PH. In contrast, the 
second ionic interaction observed with p53 and VP16 occurs between a Glu residue located 
at the second position after the ΦXXΦΦ motif and Lys57 from Tfb1PH.  
One of the key features observed for p53 is that phosphorylation of Ser46 in p53 
enhances its affinity for Tfb1PH/p62PH by forming an additional ionic interaction with a 
lysine side chain located in the loop between the β1 and β2 strands [40]. Ser46 is the 
residue immediately prior to the first residue of the helix in p53. There is no equivalent 
phosphorylation site in VP16, but it contains an acidic residue in the first position of the 
helix that helps stabilizes the α helix through a favourable interaction with the helix dipole 
[41,52,53]. Like VP16, there are no apparent phosphorylation sites located at the N-
terminus of the EBNA2 α-helix, and there is an acidic residue in the first position of the 
helix.  Thus, it appears that binding of the two viral activators to Tfb1PH/p62PH is not 
controlled by phosphorylation as is seen with the host p53 protein. 
In conclusion, our results provide the first structural view of how EBNA2 usurps the 
host transcription factors TFIIH and CBP/p300 to modulate viral and host gene expression. 
In addition, they provide insights into the role of TFIIH and CBP in EBNA2 function as 
well as supporting the key role of Trp458 in EBNA2 activation. The structure of the 
Tfb1PH-EBNA2448-471 complex together with the ITC and transactivation studies with 
variant proteins, point to a key role for Phe462 in EBNA2 function and indicates that it 
plays a similar role to the analogous residue in other acidic TADs like p53 and VP16. In 
addition, this study highlights the inherent versatility of disordered acidic TADs and, 
particularly how minor variations in positioning of hydrophobic and acidic residues allows 











The interface of the Tfb1PH in complex with the TAD of EBNA2, p53 and VP16, where Tfb1PH is 
shown as molecular surface (blue), In A-B, the TAD of EBNA2 is shown as a ribbon (orange) and 
the three key hydrophobic residues of the ΦXXΦΦ motif (W458, I461 and F462) of EBNA2 are 
shown in stick (orange). In A, the view is from the C-terminus of the EBNA2 helix. In B, the view 
is from the N-terminus of the EBNA2 helix. In C-D, the TAD p53 is shown as a ribbon (green) and 
the three key hydrophobic residues of the ΦXXΦΦ motif (I50, W53 and F54) of p53 are shown in 
stick (green). In C, the view is from the C-terminus of the p53 helix. In D, the view is from the N-
terminus of the p53 helix. In E-F, the TAD VP16 is shown as a ribbon (magenta) and the three key 
hydrophobic residues of the ΦXXΦΦ motif (F475, M478 and F479) of VP16 are shown in stick 
(magenta). In E, the view is from the C-terminus of the VP16 helix. In F, the view is from the N-
terminus of the VP16 helix. 
 
2.3.6. MATERIALS AND METHODS 
 
2.3.6.1. Cloning of recombinant proteins 
The Tfb1PH (residues 1–115 of Tfb1) was cloned into the pGEX-2T vector (GE 
Healthcare) as previously described [39]. The plasmid for expressing the CBP KIX 
(residues 586-672 of CBP) as a His-tag fusion protein was kindly provided by Dr. Alana 
Schepartz (Yale University). The cDNA for EBNA2431-487 was kindly provided by Dr. S. 
Diane Hayward (John Hopkins University) and cloned into the pGEX-2T vector. The 
cDNA for the expression of EBNA2448-471 was synthetically prepared (BioCorp) and cloned 
into the pGEX-2T vector. The Tfb1PH and EBNA2448-471 mutants were generated using the 
QuikChange II site-directed mutagenesis procedure (Stratagene) starting from the wild-type 
sequence cloned in the pGex-2T vector. The plasmid for expressing the LexA-EBNA2431-
487 fusion protein was prepared by inserting the EcoRI-BamHI-digested PCR product 
generated from the corresponding pGEX-2T expression vector into the EcoRI and BamHI 
sites of the AB-426 vector [54]. The LexA-EBNA2431-487 variants were generated using the 
QuikChange II site-directed mutagenesis procedure starting from the wild-type sequence 





2.3.6.2. Protein expression and purification 
Tfb1PH and CBP KIX were expressed and purified as previously described [39,55].  
EBNA2431-487, EBNA2448-471 and variants were expressed as GST fusion proteins in E. coli 
host strain TOPP2, purified over glutathione-sepharose resin (GE Healthcare) and cleaved 
with thrombin (Calbiochem) as previously described [39]. Following cleavage, EBNA2 
peptides were purified over a High Performance Q-Sepharose (GE Healthcare) column and 
dialyzed into appropriate buffers for isothermal titration calorimetry (ITC) and nuclear 
magnetic resonance (NMR) studies. Uniformly (>98%) 15N-labeled and 15N/13C-labeled 
proteins were prepared in M9-minimal media containing 15NH4Cl (Sigma) and/or 13C6-
glucose (Sigma) as the sole nitrogen and carbon sources. 
 
2.3.6.3. ITC experiments 
ITC titrations were performed as described [56], at 25°C in 20 mM Tris-HCl buffer 
(pH 7.5). All titrations fit a single-binding site equation with 1:1 stoichiometry and values 
are the average of two or more separate experiments. 
 
2.3.6.4. NMR experiments 
For chemical shift perturbation studies with Tfb1PH, either unlabeled EBNA2448-471 
or unlabeled EBNA2431-487 was added in stepwise increments to a sample containing 0.5 
mM 15N-Tfb1PH in 20 mM sodium phosphate buffer (pH6.5) in 90% H2O / 10% D2O. The 
same experimental conditions were used for the reverse experiments with the exception that 
unlabeled Tfb1PH was incrementally added to either 15N-EBNA2448-471 or 15N-EBNA2431-
487. For chemical shift perturbation studies with CBP KIX, unlabeled CBP KIX was 
incrementally added to either 0.5 mM 15N-EBNA2448-471 or 0.5 mM 15N-EBNA2431-487 in 20 
mM sodium phosphate buffer (pH6.5) in 90% H2O / 10% D2O. For the NMR structural 
studies of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex, four different samples were used. The first 
two samples contained 0.5 mM of either 15N- or 15N/13C-Tfb1PH and 1.5 mM unlabeled 
EBNA2448-471, whereas the other two samples contained 0.5 mM of either 15N- or 15N/13C-




phosphate (pH6.5) in either 90% H2O / 10% D2O or 100% D2O, 1 mM EDTA and 1 mM 
DTT.  NMR experiments were carried out at 300 K on Varian Unity Inova 500, 600 and 
800 MHz spectrometers equipped with z pulsed-field gradient units and triple resonance 
probes. For the chemical shift perturbation studies, 2D 1H-15N HSQC experiments were 
performed. For structure determination of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex, the 
backbone and aliphatic side chain resonances (1H, 15N, 13C) were assigned as previously 
reported [57]. Interproton distance restraints were measured from 3D 15N-edited NOESY-
HSQC and 13C-edited HSQC-NOESY spectra with a τm = 90ms. Intermolecular distance 
restraints were obtained from 3D 15N/13C F1-filtered, F3-edited NOESY experiment with a 
τm= 90 ms [58,59]. NMR data were processed with NMRPipe/NMRDraw [60] and 
analyzed with Analysis from the CCPNMR suite [61]. 
 
2.3.6.5. Structure calculations 
The NOE-derived distance restraints were divided into four classes defined as 
strong (1.8-2.8 Å), medium (1.8-4.0 Å), weak (1.8-5.0 Å) and very weak (3.3-6.0 Å). NOE 
constraints involving equivalent or non stereo chemically-assigned protons were corrected 
using the Fletcher method [62]. Backbone dihedral angle restraints were generated with the 
program DANGLE of the CCPNMR suite [61]. Hydrogen-bond restraints were identified 
from the non-exchanged HN signals in a 1H-15N HSQC recorded in 100% D2O. The 
structure of the Tfb1PH-EBNA2448-471 complex was calculated using the program CNS [63] 
using a combination of torsion angle dynamics and Cartesian dynamics. Starting from an 
extended structure with standard geometry, 100 conformers were calculated satisfying all 
the experimental restraints with no NOE violation greater than 0.2 Å and no dihedral angle 
violations greater than 2°. The quality of the structures was verified with PROCHECK-
NMR [64] and MOLMOL [65]. All figures were generated with PyMol [66]. 
 
2.3.6.6. Β-Galactosidase activation assay 
Liquid ß-galactosidase assays were performed as previously described [42]. Results 




tested LexA-fusion proteins on the mean of the ß-galactosidase units of the LexA-GAL4 
positive control ± standard error of the mean (SEM). Western blot analysis was performed 
with an anti-LexA antibody to verify expression of all the LexA-fusion proteins. 
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Supplementary Figure S1. NMR chemical shift perturbation studies of Tfb1PH with 
either EBNA2448-471 or EBNA2430-487. 
(A and C) Histogram showing the variation in chemical shifts observed in the 1H-15N HSQC spectra 
of 15N-labeled Tfb1PH following the addition of either (A) EBNA2430-487 or (C) EBNA2448-471. 
Changes in chemical shift values are represented by Δδ = [(0.17ΔNH)2 + (ΔHN)2]1/2, where ΔNH and 
ΔHN is the difference in chemical shift between the two signals in ppm. (B and D) Ribbon model of 
the structure of Tfb1PH (blue; PDB code 1Y5O) with orange highlights for the amino acids of 15N-
labeled Tfb1PH showing a significant chemical shift change (Δδ > 0.1 ppm) upon formation of (B) 
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Table 1. NMR and refinement statistics for Tfb1PH-EBNA2448-471 complexa 
 Tfb1PH-EBNA2448-471 
NMR distance and dihedral constraints 
Distance constraints 
 
Total NOE 1907 
Intra-residue 854 
Inter-residue  
Sequential (|i – j| = 1) 406 
      Medium-range (|i – j| < 4) 555 
      Long-range (|i – j| > 5) 448 
Intermolecular 50  
Hydrogen bonds 18 
Total dihedral angle restraints 131 
φ 63 
ψ 68 
Structure statistics  
Violations (mean and s.d.)  
Distance constraints (Å) 0.00685 ± 0.00007 
Dihedral angle constraints (º) 0.12 ± 0.03 
    Max. dihedral angle violation (°) 
    Max. distance constraint violation (Å) 
Deviations from idealized geometry 
Bond lengths (Å) 




0.00136 ± 0.00007 
0.333 ± 0.006 
Impropers (º) 0.157 ± 0.007 
Average pairwise r.m.s. deviation (Å)b 
Heavy 
 
1.20 ± 0.09 
Backbone 0.69 ± 0.08 
Ramachandran statistics (%)c  
    Residues in most favored regions 76.0 
    Residues in additional allowed regions 19.7 
    Residues in generously allowed regions 2.4 
Residues in disallowed regions 2.0 
a The 20 conformers with the lowest energies were selected for statistical analysis.  
b Only residues 4–63 and 86-112 of Tfb1PH and residues 454-464 of EBNA2448-471 were 
used for the r.m.s.d. calculations. 
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3.1. Retour sur les résultats de l’article 
EBNA-2 active la transcription des gènes viraux et cellulaires à l’aide d’interactions 
protéine-protéine avec plusieurs régulateurs de transcription de l’hôte comme Tfb1/p62 et 
CBP/p300 (4, 111, 207, 208). Dans l’article présenté, nous avons caractérisé 
structuralement et fonctionnellement le complexe formé par EBNA-2 et Tfb1/p62 où un 
motif ΦXXΦΦ, composé par trois résidus hydrophobes (Φ) et situé en C-terminal au niveau 
du TAD d’EBNA-2, s’est révélé être l’élément responsable de l’interaction directe avec le 
domaine PH de Tfb1/p62. Notre étude montre en détail le moyen employé par le TAD 
d’EBNA-2 pour interagir avec Tfb1/p62 sous forme de structure à haute résolution, corrèle 
les résultats structuraux obtenus avec la fonction de transactivation du TAD d’EBNA-2 et 
révèle des différences et des similarités avec d’autres TADs qui interagissent avec 
Tfb1PH/p62PH. 
 
3.1.1. Caractérisation structurale du complexe Tfb1PH-EBNA2 
C’est par des études de perturbations de déplacements chimiques que le domaine 
PH de Tfb1/p62 et les résidus 448 à 471 du TAD d’EBNA-2 se sont révélés être requis et 
suffisants pour la formation du complexe entre Tfb1/p62 et EBNA-2. La cartographie RMN 
à partir des déplacements chimiques d’un échantillon marqué 15N-Tfb1PH révèle que les 
résidus susceptibles d’interagir avec le TAD d’EBNA-2 chez Tfb1PH/p62PH sont situés 
sur les brins bêtas 5, 6 et 7. L’analyse de structure montre que le fragment initialement 
désordonné du TAD d’EBNA-2, composé des résidus 448 à 471, forme une hélice alpha de 
neuf résidus, de l’Asp455 à la Glu463, lors de l’interaction avec Tfb1PH. C’est à l’intérieur 
de cette hélice alpha qu’est situé le motif ΦXXΦΦ formé par les résidus hydrophobes 
Trp458, Ile461 et Phe462. D’après nos études de mutagenèse, ces trois résidus sont 
cruciaux pour former l’interaction avec Tfb1PH et sont tout aussi importants pour la 





3.1.2. Caractérisation fonctionnelle du complexe Tfb1PH-EBNA2 
Le TAD d’EBNA-2 est essentiel pour l’immortalisation des lymphocytes B; la 
variante W458T chez le TAD d’EBNA-2 cause une perte de cette capacité 
d’immortalisation chez le virus (318). Cette variante est aussi déficiente pour plusieurs 
interactions formées par le type sauvage du TAD d’EBNA-2 comme TFIIB, TAF40, 
TFIIH, CBP et PCAF ainsi que pour la transactivation associée au TAD d’EBNA-2 (4, 
206-208). La structure RMN, les résultats d’ITC et l’essai d’activation chez la levure 
montrent clairement que le Trp458 d’EBNA-2 possède un rôle clé dans l’interaction avec 
Tfb1PH. La structure RMN révèle que la Phe462 possède également une position clé dans 
l’interface formée par l’interaction d’EBNA-2 avec Tfb1PH puisqu’elle forme une 
interaction cation-π avec l’Arg61 de Tfb1PH. L’importance de la Phe462 dans l’interaction 
avec Tfb1PH est supportée par nos études d’ITC et les essais d’activation chez la levure. 
Nos résultats confirment donc l’importance du Trp458 chez le TAD d’EBNA-2, en le 
présentant comme un élément du motif ΦXXΦΦ, et mettent en lumière le rôle d’un autre 
résidu de ce motif, la Phe462, qui est tout aussi importante pour l’interaction avec 
Tfb1PH/p62PH. 
 
3.1.3. Comparaison avec d’autres TADs interagissant avec Tfb1PH 
 EBNA-2 n’est pas le seul activateur de transcription possédant un TAD acide 
capable d’interagir avec TFIIH. VP16 et p53 sont des activateurs de transcription d’origine 
virale et cellulaire, respectivement, et possédant un TAD acide capable d’interagir avec 
TFIIH (256). Ces deux TADs acides possèdent de grandes similarités de séquence avec 
celui d’EBNA-2 comme la présence du motif ΦXXΦΦ (Figure 8). Ce motif est aussi 
l’élément clé de l’interaction lorsque ces deux TADs, intrinsèquement désordonnés sous 
leur forme native, forment une hélice alpha au contact de Tfb1PH/p62PH (2, 3). Chez 
EBNA-2, VP16 et p53, le dernier résidu hydrophobe composant le motif ΦXXΦΦ est une 
phénylalanine. Cependant, la composition et l’arrangement diffèrent chez ces trois 




Cette différence est probablement responsable de distinctions plus importantes comme 
l’orientation de l’hélice par rapport à Tfb1PH/p62PH, les interactions ioniques formées 
avec la surface basique de Tfb1PH/p62PH et les partenaires d’interaction. L’incapacité 
d’EBNA-2 d’interagir directement avec TBP (207), alors que VP16 (262) et p53 (234), en 
sont capables, pourrait être expliquée par cette différence au niveau du motif ΦXXΦΦ. 
 
3.2. Travaux Futurs 
Notre étude du complexe Tfb1PH-EBNA2448-471 a révélé son mécanisme 
d’interaction, les éléments structuraux cruciaux pour la formation du complexe et son 
importance dans la transactivation gérée par EBNA-2 in vivo. Cependant, notre étude 
n’élucide pas la différence entre l’EBV de type A et B (présenté comme EBV-1 et EBV-2 
dans la section 1.1.1) qui se retrouve chez le TAD d’EBNA-2. La différence dans la 
capacité d’immortalisation des lymphocytes B entre les deux types d’EBV (27) et la 
connexion entre cette capacité du virus et la transactivation par le TAD d’EBNA-2 (169) 
suggère que le TAD diffère entre les deux types. Une étude sur la transactivation par le 
TAD d’EBNA-2 de type B par rapport à celle de type A répondra à la question (section 
3.2.1). 
Un autre aspect non couvert par notre étude est la dégradation d’EBNA-2. Lors des 
essais d’activation chez la levure, un niveau plus bas de protéines correspondait à une plus 
haute activité de transactivation. Un essai de dégradation utilisant la luciférase quantifiera 
la dégradation du TAD d’EBNA-2 et clarifiera la relation de cette dernière avec la 
transactivation (section 3.2.2). 
Notre caractérisation du complexe Tfb1PH-EBNA2448-471 a mené aussi à 
l’observation d’un complexe KIX-EBNA2. Bien que nous ayons élucidé la région chez le 
TAD d’EBNA-2 utilisée pour interagir avec CBP KIX, nous n’avons pas cartographié sur 
KIX l’interface de l’interaction (section 3.2.3).  
Ces trois aspects n’ont pu être traités dans ce mémoire, mais font partie des travaux 
futurs et des perspectives à explorer afin de mieux comprendre l’EBV et le rôle d’EBNA-2 





3.2.1. La différence entre l’EBV de type A et B chez le TAD d’EBNA2 
L’EBV est classé en deux types, A et B, en se basant sur la capacité de 
transformation des lymphocytes B qu’ils possèdent (pour plus de détails voir section 1.1.1). 
Cette capacité de transformation cellulaire du EBV est liée à la transactivation par le TAD 
d’EBNA-2 (169). Certains domaines d’EBNA-2 diffèrent grandement entre les deux types 
d’EBV, mais le TAD n’en fait pas partie (voir section 1.2.1) (168). EBNA-2 de type B 
possède une force d’interaction similaire à EBNA-2 type A d’après nos données ITC. Bien 
que le TAD d’EBNA-2 chez les deux types d’EBV soit fortement similaire (168), des 
différences majeures se situent au niveau du motif ΦXXΦΦ, où la Tyr460 chez le type A 
est remplacée par la Gly427 chez le type B (Figure 17). 
D’après notre détermination du complexe Tfb1PH-EBNA2448-471 par RMN, la 
Tyr460 est située dans l’hélice avec sa chaîne latérale pointant en direction opposée de 
Tfb1PH. La Tyr460 d’EBNA-2 ne participe donc pas à l’interaction avec Tfb1PH/p62PH. 
Nous avons confirmé l’absence d’impact de la Tyr460 sur l’interaction avec 
Tfb1PH/p62PH en utilisant le variant Y460A du TAD d’EBNA-2. Nos données d’ITC 
montrent une force d’interaction similaire pour le variant Y460A par rapport au type 
sauvage. La Tyr460 n’est pas impliquée dans l’interaction avec Tfb1PH/p62PH, mais, par 
l’orientation de sa chaîne latérale, elle pourrait être impliquée pour d’autres interactions 
même lorsqu’EBNA-2 interagit déjà avec un facteur de transcription comme Tfb1/p62. 
Pour observer la différence entre les deux types d’EBV au niveau du TAD 
d’EBNA-2, il est impératif de vérifier le rôle de la Tyr460 dans la transactivation, à l’aide 
de l’essai d’activation chez la levure, pour voir si elle pourrait être, en partie, responsable 
de la différence dans la capacité de transformation cellulaire observée entre le type A et le 
type B (27). L’essai utilisera le protocole expliqué à la section 1.7.3 en utilisant le TAD 
d’EBNA-2 de type A, de type B et le variant Y460A du type A. Dans le cas où les résultats 
sont non concluants, par exemple aucune différence de transactivation n’est observée chez 
le variant Y460A parce que la protéine interagissant avec Y460 n’est pas conservée de la 
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(325). Myc est dégradé par le protéasome à l’aide de l’ubiquitine (326) qui reconnait une 
région en particulier nommée «degron». Chez Myc le «degron» chevauche le TAD (319) 
associant ainsi la dégradation à la transactivation. 
Pour observer si cette association entre la dégradation et la transactivation 
s’applique aussi chez EBNA-2 et, du même coup, expliquer l’observation faite sur le 
niveau de protéine lors de l’essai d’activation chez la levure, un essai de dégradation sera 
employé sur le TAD d’EBNA-2. L’essai de dégradation se fera chez une lignée cellulaire 
de lymphocytes B transfectée par une construction d’ADN pouvant exprimer une protéine 
de fusion comprenant le TAD d’EBNA-2 et la luciférase. La dégradation d’EBNA-2 pourra 
être évaluée par la diminution de luminescence observée. Les différentes variantes du TAD 
d’EBNA-2 seront comparées pour observer s’il y a une relation entre la dégradation et la 
transactivation. 
 
3.2.3. Caractérisation du complexe KIX-EBNA2 
Lors de notre caractérisation du complexe Tfb1PH-EBNA2448-471 nous avons aussi 
été intéressés par l’interaction du TAD d’EBNA-2 avec une HAT comme CBP/p300. Les 
études par RMN de perturbations de déplacements chimiques nous ont permis de montrer 
que le motif ΦXXΦΦ du TAD d’EBNA-2 servant à interagir avec Tfb1PH/p62PH est 
également utilisé pour interagir avec CBP KIX. Toutefois, la surface d’interaction sur le 
domaine KIX reste inconnue étant donné que deux interfaces sont possibles pour les 
activateurs de transcription. 
Le domaine KIX, structuralement formé de trois hélices α, dont deux sont parallèles 
(Figure 13) (312), possède deux surfaces distinctes pouvant se prêter à l’interaction (pour 
plus de détails voir section 1.5.2). L’une des surfaces, composée principalement des hélices 
α1 et α3, a été caractérisée dans une interaction avec CREB (312) et l’autre, composée 
principalement de l’hélice α2, a été observée en interaction avec c-Jun (315) par RMN. 
La surface d’interaction de KIX chez le complexe KIX-EBNA-2 pourra être 
facilement identifiée à l’aide d’une étude RMN de perturbations de déplacements 




impliqués dans l’interaction, et ainsi de positionner les deux molécules du complexe KIX-
EBNA2. Nous pourrions aussi caractériser les résidus impliqués dans l’interaction à l’aide 
de la mutagenèse combinée à l’ITC. Une étude structurale et fonctionnelle complète de ce 
complexe complèterait ce projet. 
 
3.2.4. Conclusion et perspectives 
Cette caractérisation structurale et fonctionnelle du complexe Tfb1PH-EBNA2448-471 
montre le fonctionnement de l’interaction et dévoile la présence du motif ΦXXΦΦ, situé au 
TAD d’EBNA-2, comme l’élément formant les interactions directes avec les facteurs de 
transcription comme TFIIH et CBP/p300. Notre étude confirme l’importance observée 
précédemment du Trp458 (4, 207, 208) et montre que la Phe462 est tout aussi importante 
pour l’interaction et la fonction de transactivation. 
Étant donné la relation entre l’immortalisation des lymphocytes B et la 
transactivation d’EBNA-2 (27), nous nous rapprochons de plus en plus d’une 
compréhension intégrale du processus de transformation cellulaire induit par l’EBV. 
Puisque l’EBV est omniprésent dans la population humaine, il est essentiel de connaître les 
interactions que les protéines virales forment avec les protéines humaines et d’en connaître 
l’impact sur la croissance cellulaire, la stimulation du système immunitaire, etc. Ces 
connaissances sont nécessaires pour, par exemple, le développement d’un traitement 
médical prenant en compte l’influence du virus présent chez l’hôte et au développement de 
traitement pour les maladies associées aux phases latentes du EBV tels le HL et le NPC. 
Dans un avenir plus proche, notre étude révèle l’importance du motif ΦXXΦΦ chez 
le TAD d’EBNA-2 pour l’interaction avec la sous-unité Tfb1/p62 de TFIIH et avec le 
domaine KIX de CBP/p300. Cette utilisation d’un motif ΦXXΦΦ, pour interagir avec 
TFIIH et CBP/p300, est partagée avec d’autres domaines de transactivation comme celui de 
p53 et de VP16 (2, 3). Bien qu’il y ait quelques différences structurales au niveau de 
l’interface de l’interaction, le fait qu’EBNA-2 possède plusieurs partenaires d’interaction 
communs avec des activateurs de transcription de l’hôte, comme p53, présage une approche 
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